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Abstrakt

Uvod: Metamfetamin (MA) patii do skupiny psychostimulancii s centralnim stimulaénim
a anorektickym ucinkem. Bylo zjisténo, Ze pravé MA je nejCastéji zneuzivanou drogou
a opozdény vyvoj potomki. Prenatdlni aplikace MA muze vést i k dlouhodobym zménam
v chovani, kognici a socidlni interakci. Drogy poddvané matce maji také dlouhodoby vliv
na stresovou odpoveéd’ potomki. Stres a drogova zavislost jsou tedy tzce spojeny. U déti je
perinatalni stres spojen se zménami v uceni a paméti, v chovani, s fyzickymi a emocionalni
problémy ¢i autismem. U dospélych pak s depresi a vznikem schizofrenie. U zvifat snizuje

perinatalni stres socialni hru a socidlni chovani, zvysuje izkost a zhor$uje kognitivni funkce.

Cil: Cilem této disertacni prace bylo zjistit vliv perinatalnich faktort, jako jsou prenatalni
MA/stres a/nebo Casné postnatdlni stres, na senzomotoricky vyvoj mlad’at, chovani jejich
matek v obdobi laktace, socidlni chovani a hladinu oxytocinu v juvenilnim obdobi mlad’at
a nasledn¢ na kognitivni funkce a chovani exponovanych potomkl v dospélosti. U potomki

jsme dale sledovali moznou senzitizaci téze drogy (MA) v pozd¢jsim obdobi.

Metodika: Samice potkani kmene Wistar byly rozdéleny do tii skupin, kterym bylo denné
po celou dobu gestace injekéné (s.c.) aplikovan: 1) MA v davce 5 mg/kg; 2) fyziologicky
roztok (SA) o 1 ml/kg; a déale 3) kontrolni skupina bez injekéni aplikace (C). Kazda skupina
samic (MA, SA, C) byla dale rozdélena na Ctyfi podskupiny, na které byl denné v postnatalni
dny (PD) mlad’at PD 1-21 aplikovéan rlzny typ stresoru: I) socidlni stres prostfednictvim 3h
matetské separace (S); II) fyzikdlni stres prostfednictvim plavani matek ve studené vodé
(5°C) po dobu 5 minut (W); III) kombinace obou vySe vypsanych stresord (SW);
a IV) kontrolni nestresovana skupina (N). Mlad’ata byla v PD 21 odd€lena od své
matky, rozdélena dle pohlavi do skupin a ustdjena ve skupinach az do dospélosti. Testovano
bylo 8-10 jedincti z kazdé skupiny. U testl aplikovanych po odstaveni mlad’at jsme déle
sledovali moznou senzitizaci téze drogy (MA, 1 mg/kg) v den samotného testu s kontrolni
skupinou s akutnim SA (1 mlkg). Mladata (samci 1 samice) jsme testovali
na senzorimotoricky vyvoj a u jejich matek jsme sledovali matetské chovani v obdobi laktace.
Juvenilni potomky jsme pak testovali behavioralnim testem Socidlni hra a provedli
biochemické stanoveni hladiny periferniho plazmatického oxytocinu u juvenilnich samic.
Dospélé potomstvo jsme nasledné testovali v behavioralnich testech Oteviena aréna (OF),

Vyvysené kiizové bludist¢ (EPM) a Morrisovo vodniho bludist¢ (MWM).



Vysledky: Nase vysledky naznacuji, Ze kombinace prenatalniho MA/stresu a matefskych
postnatalnich stresorii narusuje matefské chovani a Casny senzorimotoricky vyvoj mladat.
Zda se ovsem, Ze rozhodujicim faktorem je v tomto pfipad¢ expozice MA b&éhem biezosti.
Prenatalni expozice MA/stresu neméla vliv na socidlni hru ¢i socialni exploraci dvou
neznamych potkanti v juvenilnim véku. Také u postnatalniho stresu, bez rozdilu typu stresoru,
se neukazal vyznamny vliv na socidlni hru juvenilnich potkanii. Nicméné akutni droga
45 minut pifed samotnym testem vyrazn¢ utlumila socialni chovani, at uz socidlni hru
¢i socialni exploraci paru zvitfat. Juvenilni samice laboratorniho potkana byly také vyznamné
aktivn&j$i pfi socialni hie ve srovnani se samci. Casné postnatalni stres mize sniZit sekreci
oxytocinu, mirny prenatalni stres vSak mtze tomuto efektu predejit. U prenatalnich kontrol
pak akutni MA stimulovala basalni hladinu plazmatického oxytocinu. NaSe vysledky dale
ukazuji, ze ¢asné postnatalni stres, podobné jako akutni uziti MA v dospélosti miize snizovat
miru tzkostného chovani u dospélych samcti laboratorniho potkana v OF a EPM bez ohledu
na prenatalni vlivy. Co se tyc¢e kognitivnich funkci, prenatdlni expozice MA ¢i stresu nemusi
vést k vyznamnému ovlivnéni uceni a paméti zvitete, jak se ukdzalo v testu MWM. Nicméné
naopak tomu je u €asné postnatalniho socialniho stresoru (S), ktery kognitivni funkce zhorsil
nejvice. NasSe vysledky dale naznacuji, Ze aplikace MA v dospélosti zlepSuje vykon

zameétujici se na uceni a pamét’, a to v zavislosti na postnatalnim stresoru.

Zavér: Na zakladé vysledkl z nasi prace jsme dospéli k zavéru, ze sledované perinatalni
faktory ovliviiuji dané funkce jedince rizn€. UZivani MA in utero mé nejvétsi vliv
na senzorimotoricky vyvoj mladd’at, chovani jejich matek v obdobi laktace a vede ke zvySeni
hladin oxytocinu. NaSe data dale poukazuji na vyznamnou modularni roli mirného prenatalni
stresu v piipadé odpovédi oxytocinu na postnatalni stres a akutni drogu v dospélosti. Casné
postnatalni stres miZe narusit vyvoj mlad’at a dale snizit hladinu oxytocinu v juvenilnim véku
zvifat. Jeho vliv na chovani a kognitivni funkce dospélého jedince je vSak vyznamngjsi
nez vliv prenatalnich faktorti. Akutni aplikace MA v den testu tlumi socidlni chovani paru
zvitat bez ohledu na perinatdlni faktory a zvySuje hladinu oxytocinu v zavislosti na prenatalni
expozici droze/stresu. Akutni MA také sniZzuje tizkostné chovani a zlepSuje nékteré kognitivni

funkce v zavislosti na typu postnatalniho stresoru.



Abstract

Introduction: Methamphetamine (MA) belongs to the psychostimulants with a central
stimulating and anorectic effect. It has been found that MA is the most frequently abused
drug of drug-addicted pregnant women. Drug abuse of mother can cause worsening maternal
behavior and delayed offspring development. Prenatal application of MA can also lead
to long-term changes in behavior, cognition and social interaction. It was also shown that
maternal injections induce long-lasting effects on stress responsiveness in adult progeny.
Stress and drug addiction are therefore closely connected. In children, perinatal stress is
associated with cognitive, behavioral, physical and emotional problems as well as with
autism. In adults, it is linked to depression and schizophrenia. In animals, perinatal stress

reduces social play and social behavior, increases anxiety and impairs cognitive functions.

Aim: The aim of this thesis was to determine the effect of perinatal factors such as prenatal
MA/stress and/or early postnatal stress on sensorimotor development of pups and their
mothers' behavior during lactation period, social behavior and oxytocin levels in juvenile age
and subsequently on cognitive functions and behavior of exposed offspring in adulthood.
For all behavioral tests of offspring, we monitor the possible sensitization of the same drug

(MA) on the day of the test.

Methods: Female Wistar rats were divided into three groups of those, who received: MA
(s.c., 5 mg/kg), SA (s.c., 1 ml/kg), or no injections (C, controls), during the entire period
of gravidity. Litters were then divided into four groups relative to exposure to postnatal stress:
maternal separation (S), maternal cold-water stress (W), maternal separation plus maternal
cold-water stress (SW), and controls (N). The early postnatal stress was applied daily
on postnatal days (PD) of pups PD 1-21. During the experiments, 8-10 individuals from each
group were tested. In all behavioral tests, the offspring received an acute administration
of MA at a lower dose of 1 mg/kg 45 minutes before the test. The sensorimotor development
of pups and maternal behavior was tested during lactation period. Social play test
and peripheral plasma oxytocin levels was determined in juvenile age of rats. In the
adulthood, the anxiety-like behavior was tested in the Open field arena (OF) and the Elevated

plus maze (EPM) and cognition functions in the Morris water maze (MWM).

Results: Our results suggest that the combination of prenatal MA/stress and maternal
postnatal stressors has detrimental effects on maternal behavior and early sensorimotor

development of pups. However, the decisive factor in this case seems to be MA exposure



during pregnancy. Prenatal exposure to MA/stress did not affect the social play behavior
or social exploration of two unknown rats at a juvenile age. Postnatal stress, regardless of the
type of stressor, also did not show a significant effect on the social play of juvenile rats.
However, the acute MA before the test significantly attenuated social behavior of a pair
of animals. Juvenile females also significantly increase their activity in social play compared
to males. Early postnatal stress can reduce oxytocin secretion, but mild prenatal stress can
prevent this effect. In prenatal controls, acute MA stimulated basal plasma oxytocin levels.
Our results further show that early postnatal stress, as well as acute use of MA in adulthood,
can reduce anxiety-like behavior in adult male rats in the OF and the EPM regardless
of prenatal effects. In terms of cognitive functions, prenatal exposure to MA or stress may not
significantly affect the animal's learning and memory, as shown in the MWM test. However,
the early postnatal social stressor (S) has significantly impaired cognitive function. Our results
further suggest that MA application improves learning and memory performance during

testing regarding to the postnatal stressors.

Conclusion: Based on the results of our work, we concluded that the observed perinatal
factors affecting the individual's functions in different ways. The use of MA in utero has
the greatest effect on the sensorimotor development of pups, the behavior of their mothers
during lactation and leads to an increase in oxytocin levels. Our data further point to the
modular role of mild stress in the oxytocin response to postnatal stress and acute drug
in adulthood. Even early postnatal stress can disrupt pup development and further reduce
oxytocin levels in the juvenile age of animals. However, its effect on adult behavior
and cognitive functions is more significant than the effect of prenatal factors. Acute MA
administered on the day of the test suppresses social play and social exploration of a pair
of animals regardless of perinatal factors and increases oxytocin levels depending on prenatal
drug/stress exposure. Acute MA also reduces anxiety-like behavior and improves some

cognitive functions depending on the type of postnatal stress.
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1. Uvod
1.1. Metamfetamin

Zneuzivani metamfetaminu (MA) je vyznamny problém nasSi spolecCnosti,
jak na narodni urovni, tak i celosvétové. Psychostimulanty ze skupiny amfetamint jsou
druhou nejuzivanéjsi skupinou drog na svéte a dle dostupnych statistik pravé MA této skupiné
vévodi (Courtney a Ray 2014, EMCDDA a Europol 2019). Problémy spojené s uzivanim MA
jsou patrné zejména v Severni Americe a Asii a problematika zvysujiciho uzivani této drogy
se Sifi 1 do novych oblasti, zejména do nckterych zemi Afriky, Stfedniho vychodu
a do urcitych casti jizni polokoule. Ackoliv v Evropé zlstava uzivani MA celkové omezené
ve srovnani s jinymi stimulanty jako je kokain a amfetamin, v nékterych evropskych zemich
je pii¢inou zna¢nych $kod. V Ceské republice (CR) je zavislost na MA diivod pro jednoho
z kazdych dvou pfijatych pacienti ke specializované protidrogové 1é€bé (EMCDDA
a Europol 2019). Evropské prizkumy vedené Evropskym monitorovacim centrem pro drogy
a drogovou zavislost (EMCDDA) zroku 2017 uvadi zvySeny pocet vysoce rizikovych
uzivateldt MA v CR, tj. odhadem 34 700 uZivateld ve véku 15-64 let, oproti roku 2009
s 20 900 vysoce rizikovymi uzivateli MA. Nicméné odhadované pocty téchto uzivateld byly
v poslednich letech relativné stabilni (EMCDDA a Europol 2019). Prizkum EMCDDA
v§ak zdtraznil, Ze objem vyroby MA v CR v uplynulych letech rostl, coz bylo prokazano
nartistem mnozstvi zachycené drogy ¢i odhalenych varen. Je také tfeba poznamenat,
7e injekéni aplikace ziistava primarnim zptisobem uzivani MA v CR, kde je také tato droga
Casto uzivana spolu s jinymi drogami (EMCDDA a Europol 2019). Injekéni uzivani uvadi
v Evropé jako nej€astéjsi zplsob aplikace 31 % uZzivateld MA, ktefi zadaji o 1écbu zavislosti.
Celkova situace v Evropé je vyznamné ovlivnéna pravé CR, na kterou ptipada vice nez 70 %
uzivatell, ktefi uzivaji MA injekéné a Zadaji o 1écbu zavislosti na této droze (EMCDDA

2021).

Uzivani MA vroce 2020 bylo ovlivnéno pandemii onemocnéni COVID-19.
Z dostupnych informaci EMCDDA vyplyva, Ze za rok 2020 byla v Evrop€ pozorovana nizsi
mira uzivani MA (a jeho derivatu 3,4-methylendioxymethamfetaminu, MDMA). Jakékoliv
poklesy uzivani drog, k nimZz doSlo béhem prvnich omezeni volného pohybu osob,
se vSak s uvolilovanim opatfeni sniZzovaly. Uvolnéni omezeni pohybu a navrat
ke spolecenskym akcim v 1ét¢ 2020 bylo spojeno s opétovnym zvySenim uzivani téchto drog

(EMCDDA 2021).
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1.1.1. Historie uzivani

MA byl poprvé syntetizovan z efedrinu v Japonsku v roce 1919 Akirou Ogatou
(Zabransky 2007, EMCDDA a Europol 2019). O rok pozdéji byl MA patentovan a uveden
na trh ve form¢ hydrochloridu jako 1éCivy ptipravek Methedrine (Logan 2002, EMCDDA
a Europol 2019). Pouziti tohoto pfipravku a piipravku s obsahem amfetaminu (Benzedrin,
Dexedrin) se v Evropé a na Zapad¢ rozsitilo ve 20. a 30. letech 20. stoleti. Amfetamin byl
piedepisovan z riznych Iékarskych davodl, vcéetné hubnuti, 1écby tunavy, deprese,
narkolepsie, alkoholismu, arteriosklerdzy a senné rymy. Pro své povzbuzujici u€inky byl také
vyhleddvan 1 v nelékatfskych situacich (napf. studenty). Problematické vedlejsi ucinky
dlouhodobého uzivani amfetaminl, zahrnujici mimo jiné hypertenzi, depresi, zavislost
¢i psychiatrické poruchy, jsou dokumentovany od konce 30. let 20. stoleti (EMCDDA
a Europol 2019). V roce 1938 zahgjila berlinskd farmaceutickd spolecnost Temmler vyrobu
MA pod znackou Pervitin (Griffiths et al. 2008). Béhem druhé svétové valky byl tento
ptipravek Siroce distribuovan némeckym jednotkam ve snaze zvysit jejich vykonost. Tato
droga se nésledn¢ dostala i mezi némecké civilisty (Zabransky 2007, EMCDDA a Europol
2019). V Japonsku byl MA poprvé komeréné vyradbén v roce 1941. Od roku 1942 byl dodavan
japonskym vojaktim a pracovnikiim v klicovych vale¢nych odvétvich pod nazvem Philopon.
Uzivani MA se nasledné rozsitilo v japonské populaci, kterd drogu nazvala ,,shabu* (Tamura
1989). Na stran€ spojenci byla situace podobnad, ale stimulant poddvany americkym vojakim
byl ¢astéji amfetamin nez MA (Zébransky 2007, EMCDDA a Europol 2019). Tato poc¢ate¢ni
vlna uzivani syntetickych stimulantli, pohanénd prodejem obrovského vale¢ného piebytku
amfetamint civilistim, pokra¢ovala az do konce 40. let 20. stoleti. Pfestoze byla na poc¢atku
50. let zavedena omezeni piedepisovani a prodeje amfetaminu a MA, poptavka zistala vysoka
a uzivani amfetamini pokracovalo i v 50. a 60. letech 20. stoleti. VétSina v té dobé
dostupnych amfetaminti se jest¢ v 60. letech 20. stoleti pouzivali jako bezpecné a prospésné
latky a byly legaln¢ vyrabény farmaceutickymi spolecnostmi pro terapii depresi, poruch
uzivajici tyto latky ve Spojenych statech (USA) jsou spjaty srokem 1967, kdy bylo
identifikovano 31 milionii receptli na amfetaminy (Anglin et al. 2000). Béhem 60. let 20.
stoleti byla provedena dal§$i omezeni terapeutického wuziti MA a amfetaminu,
¢imz se v Severni Americe a Evropé zacaly objevovat nelegalni zdroje dodavek téchto drog.
Amfetamin a MA byly nasledné piidany do Seznamu II podle Umluvy OSN o psychotropnich
latkach z roku 1971, coz umoznilo jejich dal§i omezeni. Do 80. let 20. stoleti MA prakticky

16



zmizel z trhu s nelegalnimi drogami ve vétSin€ evropskych zemi. Nicméné amfetamin,
ke kterému se pozd¢ji ptidal derivat MDMA, byl hlavni nekokainovou stimulaéni drogou

v daném obdobi (EMCDDA a Europol 2019).

Ve USA nabyl MA na popularit¢ mezi drogové zavislymi opét az v 90. letech
anapocatku nového tisicileti. Statistiky ztéto doby uvadéji, ze vroce 1991 bylo
identifikovano 210 000 novych uzivateli MA starSich 12 let. Nasledn¢ v roce 1998 bylo
takovych uzivateli MA vice jak dvakrat tolik, tj. zhruba 454 000. Az v roce 2005, po omezeni
dostupnosti pseudoefedrinu, zacalo uzivateli MA v USA ubyvat, coz podporuje udaj
0 192 000 novych uzivateli MA za rok 2005 (Courtney a Ray 2014). Nicméné pocet novych
uzivateld po roce 2010 zacal s poctem novych varen a vyrobeného MA opét stoupat. V roce
2012 bylo v USA identifikovano 379 000 uzivateli MA s diagn6zou zéavislosti na této droze,
coz bylo zvySeni o 127 000 zavislych za jeden rok. Dalsi statistiky z roku 2012 ukazaly,
ze v USA Zije pres 12 miliond lidi, ktefi uZzivaji ¢i uzivali MA v priibéhu svého Zivota.
Prizkum ukazal, ze nejmladsi vékovou kategorii se zkuSenostmi s touto drogou jsou déti

ve veéku jiz od 12 let (Courtney a Ray 2014).

Piestoze se jevilo uzivani MA v Evropé v 80. letech minulého stoleti utlumené, CR
byla v této dobé vyjimkou. Nezakonna vyroba a uzivani MA se staly v CR hlavni drogovou
problematikou jiz v 70. let 20. stoleti. Zdej$i vyroba byla pravdépodobné usnadnéna existenci
farmaceutick¢ firmy VUAB, kterd byla vyznamnym vyrobcem efedrinu. Také Ilécivé
ptfipravky, které obsahovali dané prekurzory (efedrin, pseudoefedrin) zde byly Siroce
dostupné (EMCDDA a Europol 2019). Evropské prizkumy z roku 2014 zjistily vzristajici
pocet uzivatel tvrdych drog ze skupiny stimulancii a zaroven i1 zvySujici se pocet injekéni
aplikace téchto drog v porovnani s ptedchozimi lety. Stimulancia obecné, a znich prave
zejména MA, byly nejcastéji hlaSenymi primarné uzivanymi drogami (EMCDDA 2016).
Prizkum EMCDDA také zdlraznil, Ze vyroba pervitinu ve vice potentni formé D-
enantiomeru se soustfedi zejména v CR. Objem vyroby této drogy v CR kazdoroéné roste,
coz prokazuje narist mnozstvi zachycené drogy a odhalenych varen. Z poctu 300 nelegélnich
varen MA zachycenych v Evropské unii v roce 2017 bylo 264 objeveno v CR (EMCDDA
a Europol 2019). MA byla dlouha léta nejéast&ji zachycovanym stimulanciem nejen v CR,
ale i na Slovensku, v Némecku, nékterych severskych zemi a aktualné i ve Francii, Spanélsku
a Turecku (EMCDDA a Europol 2019). Pocet hlaSenych zachyti MA a jeho derivatu MDMA
se v Evrop€ mezi lety 2009 az 2019 kazdoro¢né zvySoval nejvice ze vSech pozorovanych

drog. V roce 2019 byl pocet zachytdh MA o 182 % vyssi nez v roce 2009 a u zachyceného
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mnozstvi této drogy to bylo o0 931 % vice (Obr. 1). Nartst zachycené drogy pravdépodobné
odrazi zvysujici se nechténou tlohu Evropy jako mista vyroby, vyvozu a tranzitu MA. V roce
2019 bylo vzemich s nejvy$§im mnoZstvim zachyceného MA (Spanélsko, Slovensko)
hlaseno, ze zachycena droga pochazi z Mexika, coz podpoftilo vyjadieni i dalSich statii Evropy
(Rakousko, Némecko, Belgie). CR v roce 2019 hlasila, ze vétiina dostupného MA se vyrabi
v tuzemsku a ¢ast pochdzi z Nizozemska, Belgie a Polska. Osoby zadajici o 1écbu zavislosti
MA se v roce 2019 nachézeli predeviim v CR, Némecku, Slovensku a Turecku (EMCDDA
a Europol 2019, EMCDDA 2021). Nevétsi narGst vysoce rizikovych uzivateli MA
(tj. s injekéni aplikaci) v CR byla zjistén mezi lety 2007 az 2014, coZ znamena narust
z piiblizné 20 000 uzivateld na vice nez 36 000 (EMCDDA 2016, Holubovéa a Slamberova
2017). Dalsi roky byl pak odhadovany pocet vysoce rizikovych uzivateldt MA stabilni
(EMCDDA a Europol 2019).
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Obr.1. Mnozstvi drog zachycenych v Evropské unii, indexované trendy 2009-2019.
Indexované trendy odrazi relativni zmény zachyti drog b&hem desetiletého obdobi,

neposkytuji vSak Zadné informace o skute¢nych mnozstvich (EMCDDA 2021).

1.1.2. Chemické vlastnosti

MA je derivat amfetaminu patiici do skupiny psychomotorickych stimulancii. V CR je
vice znamy pod nazvem pervitin a jeho dal§i synonyma jsou desoxyefedrin, piko,
metylamfetamin nebo anglicky pouzivané ,,ice* ¢i ,,crystal meth® (Courtney a Ray 2014,
EMCDDA a Europol 2019). Tato nezdkonn€ dostupnd a zneuzivand droga mulZe existovat
ve dvou enantiomerech (optickych izomerech) D- a L-metamfetaminu. Oba enantiomery maji
psychoaktivni ucinky, nicmén¢ D-enantiomer je v ulincich siln€j$i a trvad dels§i dobu

nez levotoCivy L-enantiomer. V Evrop€ se zneuzivd racemickd smés téchto izomert
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ve shodném poméru ¢i Cistd forma D-metamfetaminu (Mendelson et al. 2006, EMCDDA
a Europol 2019). Takto vyrobeny MA se zde objevuje v krystalické formé nebo jako préasek.
V této podob¢, nebo pokud je droga rozpusténa, je zneuzivana zejména intravenozni cestou,
dale také peroralnim, intranasalnim, sublingualnim ¢i rektalnim podanim a v neposledni fadé

i koufenim (Courtney a Ray 2014, EMCDDA 2016, Holubova a Slamberova 2017).

1.1.3. FarmakoKkinetika

MA je metabolizovan prevazné v jatrech a jeho detekovatelné metabolity zahrnuji
amfetamin, 4-hydroxymetamfetamin, norefedrin, kyselinu hippurovou, 4-hydroxyamfetamin
a 4-hydroxynorefedrin. MA a jeho metabolity jsou dale vylu€ovany ledvinami. Ve 30-50 % je
ledvinami vylu€ovan nezménény MA, dale az 15 % jako 4-hydroxymetamfetamin a 10 %
jako amfetamin. Zhruba 70 % jednorazové peroralni davky se pak vylou¢i moc¢i do 24 hodin.
Nicméné po 4-dennim uzivani MA v davce 10 mg byla tato droga v moci detekovatelna jeste
7 dni po posledni dadvce. Hodnoceni abstinence MA v klinickych studii tedy zahrnuje

1 analyzu moci cca 2x tydné (Courtney a Ray 2014).

1.1.4. Farmakodynamika

MA je lipofilni molekula, ktera stimuluje uvoliiovani katecholaminii v centralni
nervoveé soustavé (CNS) a zdroven castecné blokuje jejich zpétné vychytavani. Diky
strukturdlni podobnosti nahrazuje MA transportéry pro dopamin (DA), noradrenalin (NA),
serotonin (5-HT), vezikuldrni monoaminovy transportér 2 (VMAT-2) a ovliviiuje jejich
redistribuci (Obr.2.). Nésledna nadmérnd koncentrace téchto neurotransmiterii neimérné
stimuluje postsynaptické monoaminové receptory. MA také zeslabuje metabolismus
monoamind prostfednictvim inhibice jejich degradace monoaminooxiddzi (MAO), coz dale
podporuje hromadéni piebytecnych monoaminti v synapsi a synaptické Sté€rbiné (Courtney
aRay 2014, Holubova a Slamberova 2017). MA tedy zpisobuje poskozeni (nejen)
dopaminergniho systému prostfednictvim nadmérné aktivace DA receptort, coz nakonec vede

k trvalé ztraté¢ dopaminergnich nervovych zakonceni (Shukla a Vincent 2021).
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Obr.2. Procesy v dopaminergni synapsi za a) fyziologickych podminek a b) podminek
vyvolanych MA. a) (1) Dopamin (DA) je syntetizovin z tyrosinu pifes L-
dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) enzymem tyrosinhydroxyldzou (TH) a dale DOPA-
dekarboxylazou (AADC) v presynaptickém zakonceni dopaminergnich neuronti. (2) Dopamin
je poté ulozen do synaptickych vezikul pomoci vezikuldrniho monoaminového transportéru 2
(VMAT?2), (3) odkud je uvoliiovan do synaptické Stérbiny. (4) Po navazani DA na jeho
receptory na postsynaptické membrané a transdukei signélu je (5) zpétné recyklovan pomoci
DA-transportéru (DAT) do cytoplazmy presynapse, kde se mize (6) reinkorporovat
do synaptickych vezikul prosttednictvim VMAT?2 nebo byt (7) katabolizovan enzymy, jako je
monoaminooxiddza (MAO) a katechol-O-methyltransferaza (COMT). (b) Metamfetamin
(METH, MA) plsobi na pfenos DA naruSenim intravezikuldrniho protonového gradientu,
utlumenim funkce VMAT?2 a obracenim transportu DA do cytoplazmy, ¢imZ snizuje jeho
koncentraci v synaptickych vezikulaich. MA také zplsobuje vyraznou dysfunkci DAT
na presynaptické plazmatické membrané vedouci k nadmérné koncentraci DA v synaptické
Stérbing, coZ zdsadné ovliviiuje bazadlni homeostazu prenosu DA a vyvolava dlouhotrvajici
neuroadaptaci. Navic se MA vaze na MAO a blokuje degradaci DA, coz opét vede ke zvySené

dostupnosti volného DA. (Pievzato a upraveno z: Shukla a Vincent 2021).
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MA ptisobi na hlavni dopaminergni, noradrenergni a serotoninergni drdhy mozku.
V piipad¢ DA aktivuje MA mesolimbickou, mesokortikalni a nigrostriatalni drahu, které jsou
spojovany s euforickym efektem, viditelnym po aplikaci drogy. Noradrenergni vliv v tomto
piipadé je sméfovan na medialni bazalni oblast pfedniho mozku, hipokampus a prefrontalni
kortex (PFC). Zde se po aktivaci MA uplatiiuji rtizné zmény v chovani jako excitace a dale
také zmény v kognitivnich procesech. Dal$im ovlivnénym systémem jsou serotoninergni
neurony v mozku regulujici rizné funkce jako je dychani, vnimani bolesti, sexudlni aktivitu,
odménu, vyssi kognitivni procesy jako jsou mySleni, pozornost, piedstavivost a fec.
Mechanismus uc¢inku chovani, které vede ke zneuzivani drog a zavislosti, je pravdépodobné
na zaklad¢ potenciace dopaminergni neurotransmise v mesokortikolimbické draze. Nicméné
na posilovani tohoto chovani mize mit také vliv endogenni opioidni systém (endorfiny,
enkefaliny a dynorfiny). Amfetaminové stimulancia jej ovliviiuji v oblasti mesokortikalni
dopaminergni drahy, ve ventrdlni tegmentélni oblasti a nucleus accumbens. Funkce téchto
drah je v pfipad¢ uziti drogy spojena s procesy v systému odmény a motivace. Preklinicka
data ukazuji, Ze systém endogennich opiatt je zahrnut do zmén v projevu chovani a lokomoce
drogové zavislych zvitat na MA, analogicky bychom nasli spojeni ke kompulsivnimu chovéni

,.bazeni“ u lidi (Courtney a Ray 2014, Holubova a Slamberova 2017).

1.1.5. Toxikologie

1.1.5.1. U¢inky MA

Jako silny psychostimulant zpiisobuje MA v nizké az stiedni davce (5-30 mg) euforii,
nabuzeni, tachykardii, hypertenzi, dilataci pupil, periferni hypertermii, kratkodobé zlepSeni
kognice, uzkost a snizuje unavu a apetit (Cruickshank a Dyer 2009, Courtney a Ray 2014).
Po jednorazové vyssi davce a dale pak pii chronickém uzivani mize zpisobovat psychotické
epizody (Hermens ef al. 2009, Ujike a Sato 2004, Courtney a Ray 2014). Akutni u€inky MA
na chovani zahrnuji zvySeni energie a bdélosti, sniZzenou potiebu spanku, euforii, zvySenou
sexualitu, nadmérné mluveni, poceni, napjaté Celistni svaly a skiipani zubl a jiz uvedenou
ztratu chuti k jidlu (Hart ef al. 2008, Courtney a Ray 2014). Dle studie McKetin et al. (2016)
lze ptiznaky souvisejici s psychikou uzivatele po aplikaci MA rozdélit do tif skupin:
a) pozitivni psychotické symptomy jako je podeziivavost, neobvykly obsah mysSlenek,
halucinace a bizarni chovéni; b) afektivni symptomy zahrnujici deprese, sebevrazedné

chovani, vinu, neptatelstvi ¢i zanedbavani sama sebe; a c) psychomotorické symptomy jako je
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psychiatrické poruchy patii psychoza, deprese, sebevrazedné chovani, tzkost a nasilné
chovani. Uzivani MA muize vést kiadé¢ dalSich potizi vcetné¢ kardiovaskularnich
a cerebrovaskularnich onemocnéni, zavislosti, infekénim nemocem ¢i smrti. Koufeni MA je
také spojeno s poskozenim dychacich cest a s kazivosti zubli a dasni (tzv. ,,meth mouth®).
Akutni intoxikace MA muze vést k t€zké hypertermii, selhani ledvin a srdec¢nimu infarktu

(Darke et al. 2008, EMCDDA a Europol 2019).

Ptechod od pftilezitostného k nutkavému a opakovanému uzivani MA muze byt rychly.
Nekteré studie uvadeji, ze od zacatku uzivani drogy do prvniho bazeni po droze trva
v priméru asi 50 dni. Celkové 60 dni od zacatku uzivani MA trvéa prechod k pravidelnému
uzivani a 85 dni k nutkavému uzivani (Wang et al. 2017, Paulus a Stewart 2020). Opakované
uzivani sttedni az vysoké davky MA je spojovano s neurotoxickym t¢inkem na dopaminergni
a serotonergni systémy CNS. To miZe vést aZ k nevratné ztraté¢ nervovych zakonceni a/nebo
tél neuroni (Cho a Melega 2002), coz podporuji i vysledky klinickych studii,
které k zobrazeni struktur pouzily pozitronovou emisni tomografii (PET) a magnetickou
resonanci (MRI). Bylo také naméfeno snizeni hustoty striatalniho transportéru pro DA (DAT),
coz muze vést k deficitu paméti a zhorSené psychomotorické koordinaci (Courtney a Ray
2014, McCann et al. 1998, Volkow et al. 2001a, Volkow et al. 2001b). SniZeni hustoty
transportéru pro 5-HT (SERT) pak miiZze vést ke zvySené agresivité (Sekine et al. 2006).
Po dlouhotrvajici abstinenci vykazovaly n€které markery jako hustota DAT obrat k ptivodnim
hodnotadm (Volkow et al. 2001a). Jedna z hypotéz pro mechanismus neurotoxického ucinku
uvadi, ze zvySené mnoZzstvi uvolnéného DA v cytoplazmé vede k nahromadéni reaktivnich
forem kysliku a nasledné k silnému oxidativnimu stresu v neuronu (Berman et al. 2008,
Courtney a Ray 2014). U chronickych uzZivatelt MA bylo také ve srovnani se zdravymi
kontrolami pozorovano sniZeni integrity bilé hmoty spojené s riznymi psychiatrickymi
ptiznaky zahrnujici naptiklad deprese (Tobias ef al. 2010), redukce Sedé hmoty v cingularni,
limbické a paralimbické kiife (Thompson et al. 2004), redukce objemu hipokampu spojeného
s hors$i paméti (Thompson et al. 2004), zménény tvar corpus callosum (Oh et al. 2005)
a zvyseny objem putamen a globus pallidus, ktery mtze ukazovat na mozny kompenzacni

ucinek (Chang ef al. 2005, Courtney a Ray 2014).
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1.1.5.2. Abstinenc¢ni syndrom

Dlouhodobé wuzivani MA ma za nésledek vyCerpani presynaptickych zasob
monoamind, down-regulaci receptori a neurotoxicitu (Barr et al. 2006, Courtney a Ray
2014). Pti vysazeni MA po urcité dob¢ uzivani nestaci t€lo na danou zménu rychle zareagovat
a tyto zminéné u€inky MA v CNS pak maji za nasledek vyznamné abstinen¢ni ptiznaky. Mezi
tyto piiznaky MA patii Gnava, hypersomnie, podrazdénost, tzkost, agresivita a baZeni
(,,craving®) po droze (Courtney a Ray 2014). Charakteristickym znakem vysazeni MA jsou
depresivni stavy, které mohou trvat i déle nez dva tydny po zacatku abstinence. VétSina
abstinencnich pfiznakii po vysazeni MA obvykle odezni do 14 dnli po abstinenci. Nicmén¢
bylo pozorovéano, ze bazeni po této droze trvd minimalné 5 tydnii. Zavaznost abstinen¢niho
syndromu také pravdépodobné souvisi s ¢etnosti pfedchoziho uzivani drogy (Courtney a Ray
2014, Zorick et al. 2010). Stejné jako u jinych poruch souvisejicich s uzivanim navykovych
latek je zévislost na MA povazovana za chronickou a recidivujici poruchu charakterizovanou

neurobiologickymi zménami (Courtney a Ray 2014, Koob et al. 2004).

1.1.6. Prenatalni expozice metamfetaminu

Dle statickych dat piechdzi fada drogove zéavislych zen béhem téhotenstvi z jinych
tvrdych drog pravé na pervitin (Marwick 2000, Slamberova 2019). Pravdépodobné se tak d&je
pro anorekticky uc¢inek MA, euforii a sniZenou unavu po podani této drogy (Malinova-
Sevéikovéa et al. 2014). V roce 2006 vice nez 400 000 Zen v reprodukénim véku v USA
uvedlo, Ze v pfedchozim mésici uzily MA. Tyto Zeny tvofily v daném roce témet 40 % vSech
zen uzivajicich navykové latky (Terplan et al. 2009). Také pocet hospitalizaci v souvislosti
s MA mezi t€hotnymi Zenami stoupa, stejn¢ jako s nimi spojena zaté¢z v podob¢é zdravotnich
a socialnich potizi (Terplan et al. 2009). Studie z Kalifornie zaméftujici se na vyvoj kojenct
a Zivotniho stylu té¢hotnych zen zjistila, ze 0,7 % Zen (z celkovych 29 494) uzivalo béhem
t€hotenstvi drogy ze skupiny amfetaminti (Vega et al. 1993, Liles et al. 2012). Podobné
10,7 % matek (z 436) na Havaji uzivalo béhem téhotenstvi MA (Derauf et al. 2003)
a v oblastech s jeho vysokym uzivanim uZzivalo tuto drogu v prabéhu t€hotenstvi 5,2 % matek
(z 1632) (Arria et al. 2006, Liles et al. 2012). Krom¢ toho matky uzivajici MA byly pfii
narozeni svého ditéte mladsi, chudsi, svobodné a méné vzdélané nez matky neuzivajici MA.

Tyto matky také uzivaly jiné navykové latky a byly vice vystaveny domdacimu nasili
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nez kontrolni skupina (Derauf et al. 2007, Good et al. 2010, Liles et al. 2012,
Smith et al. 2006).

O matkach uzivajicich MA a jejich rodi¢ovskych zkusenostech se vSak s tim, jak jejich
déti rostou, vi jen malo. Vyzkum ukazuje, ze zneuzivani drog ze strany matky je rizikovym
faktorem pro Spatné rodiCovstvi a problémy s chovanim déti (Liles et al. 2012). Rostouci
incidence uzivateli MA ukazuje, ze uzivani drog v pribéhu gravidity je celosvétovym
problémem (Terplan et al. 2009). Prestup MA pies placentarni bariéru do plodu je velmi
snadny (Dattel 1990, Rambousek et al. 2014). Zneuzivani MA v pribé¢hu gravidity tak ma
negativni dopad nejen na matku, ale i na vyvoj potomstva. Dané znevyhodnéni potomkti miize

pretrvavat az do dospélosti (Malinova-Sevéikova et al. 2014, Rokyta et al. 2008).

1.1.6.1. Klinické studie

Psychostimulancia aplikovand in utero mohou vést k nedostatecné vyzivé matky
iplodu. Navic je zde vysoké riziko pfenosu infekce nebo sexualné pienosnych nemoci
ve spojeni s uzivanim nesterilnich jehel. Také roste riziko hepatitidy, anemie, hypertenze, pre-
eklampsie v pribéhu téhotenstvi a je zaznamendno vétsi riziko potratd a mrtv€ narozenych
déti (Johnson a Leff 1999, Holubovéa a Slamberova 2017). Dalsi klinické studie zamé&fujici
se na nasledky prenatalni expozice MA prokazaly sniZzenou porodni vahu a mensi obvod
hlavy, malformace jako naptiklad roz$tépy rtu, srdeni defekty, mozkové krvaceni
Ci nesestoupla varlata (Little 1998, Holubova a Slamberova 2017). A&koliv abstinenéni
pfiznaky nebyly unovorozenych déti exponovanych MA in utero pozorovany
(Kittirattanapaiboon ef al. 2017, Smith a Santos 2016), byly zjistény jiné ptiznaky souvisejici
s prenatalni expozici MA jako zvySeny svalovy tonus, tremor, podraZzdénost, nepravidelny
spanek a ovlivnénd adaptabilita na stres (Wouldes et al. 2004). Dale bylo zjisténo,
7e prenatalni expozice MA u déti mize vést ke sniZzeni objemu subkortikdlnich struktur
mozku (nucleus caudatus, putamen, globus pallidus, hipokampus). Redukce v téchto
oblastech koreluji se zhorSenou pozornosti a s opozdénou verbalni paméti (Chang et al. 2004,
Holubova a Slamberova 2017). Expozice MA in utero je také vyznamné spojena s poruchou
sani a kojeni, zhorSenym spankem, poruchou motoriky a zvySenym stresem u déti (Smith

et al. 2015, Holubova a Slamberova 2017).

Nékteré klinické studie uvadi, Ze déti vystavené MA prenatdlné nevykazuji deficity

v rozvoji jazykovych dovednosti ¢i v inteligenénim kvocientu, ale projevuji se zvySenou
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uzkosti, emo¢nimi problémy, agresivnim chovanim, poruchou pozornosti s hyperaktivitou
(ADHD) a poruchou dal$ich kognitivnich funkci az do véku 7,5 let (Diaz et al 2014,
Kittirattanapaiboon er al. 2017). Svédska kohortova studie zkoumala Gginky prenatalni
expozice MA na behavioralni chovani a kognitivni funkce u déti od narozeni do 14 let véku
(Zhang et al. 2021). Vysledky od 65 déti s opakovanou expozici MA po celou dobu
téhotenstvi ukdzaly, ze kporuse emocniho chovani doSlo ve veéku 1 roku ditéte
(Billing et al. 1980), adaptace ditéte byla narusena ve veéku 4 let (Billing et al. 1988), zvySeny
vyskyt agresivniho chovani byl zjiStén ve véku 8 let (Billing et al. 1994), intelekt 12 % déti
ze studie byl niz8i ve srovnani s normalnim intelektem vrstevnikii ve véku 10 let (Eriksson
a Zetterstrom 1994), hodnoceni v matematice, Svédském jazyce a sportu bylo pak vyznamné
hor$i ve srovnani s vrstevniky ve véku 14 let (Cernerud et al. 1996). Tyto vysledky
tedy naznacuji, zZe prenatalni expozice MA muze ovlivnit vyvoj déti minimalné do véku 14 let

(Zhang et al. 2021).

Statistické prizkumy také ukazuji, Zze drogové zavislé matky nevénuji svému ditéti
dostate¢nou péci. Socialni, ekonomickd a psychologickd znevyhodnéni, kterd doprovazeji
uzivatele nelegalnich drog, jsou v tomto piipadé¢ vyznamnym faktorem. Z 90 % se jedna
o svobodné¢ matky nizkého véku, Casto nezaméstnané a Zijici v neutéSenych socialnich
podminkach. I tyto aspekty mohou mit za nasledek psychickou deprivaci a opozdény vyvoj
ditéte. Provedené klinické studie tento vysledek potvrdily, drogové zavislé matky zanedbava;ji
pé&i o své déti, at’ uz v pribéhu téhotenstvi nebo po porodu (Holubova a Slamberova 2017,

Smith ef al. 2015, Vaviinkova ef al. 2001). Zneuzivani MA bylo také vyznamné spojeno se

zvySenim depresivnich symptomi u matky a rodicovskym stresem (Liles et al. 2012).

1.1.6.2. Preklinické studie

Preklinické studie na laboratornich potkanech potvrdily, Ze prenatalni expozice MA
vyvolava opozdény senzomotoricky vyvoj ovlivnénych mlad’at (Acuff-Smith et al. 1996,
Holubova a Slamberova 2017, Martin et al. 1976, Slamberové et al. 2006). Mira poskozeni
vSak zavisi na velikosti podané davky této drogy. Poddvana davka MA, ktera koresponduje
s koncentraci drogy u plodi drogoveé zavislych matek u lidi, je obvykle v davce 5 mg/kg
(Malinova-Sevéikova et al. 2014, Slamberova et al. 2006). Opakovana vysoka davka s.c.
(50 mg/kg) mize vést u biezich samic k abortu ¢i imrti matky a také k vyvojovym vadadm oci,
jako jsou anoftalmie, mikroftalmie a odchlipla sitnice (Acuff-Smith et al. 1992, Acuff-Smith
et al. 1996, Holubova a Slamberova 2017). Potkani matky s aplikaci MA (5 mg/kg) v pribéhu
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biezosti maji kratSi dobu gestace, nizsi piirastek hmotnosti za celé obdobi gestace a mensi
pocet potomkii ve srovndni s kontrolami (Martin et al. 1976). Dalsi preklinické studie
ale nékteré z téchto ucinkl jako je predCasny porod ¢i snizeny pocet potomkd ve vrhu
neprokazaly (Holubovd a Slamberova 2017, Malinova-Sevéikova et al. 2014,
Slamberova et al. 2006). Porodni hmotnost mlad’at a piiraistek hmotnosti v obdobi laktace je
u matek i jejich potomkd mensi nez u kontrol, coz mize byt vysvétleno anorektickym
Gginkem MA (Acuff-Smith et al. 1996, Holubova a Slamberova 2017, Malinova-Sevéikova
et al. 2014, Slamberova et al. 2006).

Chronickd aplikace MA v pribéhu gestace miize mit dlouhodobé nasledky
na potomky a dal§i generace (Slamberova 2019, Slamberova et al. 2006). V prabéhu
poslednich patnacti let bylo provedeno nékolik preklinickych studii hodnoticich
senzomotoricky vyvoj prenatdlné¢ ovlivnénych mlad’at. Z téchto studii bylo zjiSténo,
7e prenatalné uzivany MA vyvolava opozdény postnatalni vyvoj jedince, ktery je pozorovan
zpomalenim posturalnich reflexti, lokomoce a opozdénym otevirani oci. Studie zabyvajici se
touto problematikou zjistily opozdény vyvoj pomoci testu Vzptimovaci reflex na podlozce
(Acuff-Smith er al. 1996, Malinova-Sevéikova et al. 2014, Slamberova et al. 2006), testu
Negativni geotaxe hodnotici vestibularni a proprioreceptivni funkce (Hruba et al. 2009),
Rotarod (Hruba et al. 2009, Pometlové et al. 2009) a Hrazdi¢ka (Slamberova et al. 2006)
hodnotici vyvoj koordinace moze&ku na konci obdobi laktace (Holubové a Slamberova 2017).
Zaroven mlad’ata prenatalné ovlivnéna MA otevirala o¢i pozdé&ji nez kontrolni zvitata (Hruba

et al. 2009, Slamberova et al. 2006).

Diky preklinickym studiim bylo dale zjisténo, ze vliv prenatalntho MA mize trvat
az do dospélosti (Slamberova 2019). Dlouhodoba prenatalni expozice MA muZe ovlivnit
neurologicky vyvoj potomkli a mize tak zplsobit zmény v chovani, kognitivnich funkci,
nocicepci a muze ovliviiovat citlivost k epileptickym zachvatim (Acuff-Smith et al. 1996,
Holubovéa a Slamberova 2017, Schutové er al. 2009a, Slamberova 2005, Yamamotova
etal. 2011). Uzivani drogy v raném véku miize také zvysit citlivost k t€ samé (MA) ¢i jiné
droze (amfetamin, MDMA, kokain) se stejnym mechanismem ucinku (Mactchova
etal. 2016, Slamberova et al. 2011). Zkiizena senzitizace po akutnim podani MDMA
a kokainu se viak ukazala jen u samic laboratorniho potkana (Slamberova et al. 2013),
coz naznacuje rozdily mezi pohlavim. Senzitizaci po aplikaci MA in utero potvrdila 1 studie
Bubenikova-ValeSova et al. (2009), kde byla pozorovana zvySend lokomoce po akutni

aplikaci t¢ samé drogy v dospélosti. Tento ucinek koreloval se zvySenou hladinou DA
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v nucleus accumbens (Bubenikova-ValeSova et al. 2009). Zda se tedy, Ze prenatalni expozice
MA zvy3uje citlivost k drogové zavislosti u dospélych jedincti (Holubova a Slamberové 2017,
Slamberova et al. 2013). Nicméné zkiizeni senzitizace k drogam s podobnym
mechanismem ucinku je u MA slabsi neZ senzitiza¢ni ucinek prenatalni expozice kokainu

(Estelles et al. 2006, Slamberova 2019).

Neptiznivé ucinky dlouhodobé prenatalni expozice MA lze pravdépodobné castecné
zlepsit kvalitni postnatalni péci, pficemz tento pozitivni efekt mize ovlivnit vyvoj potomka
az do dospélosti (Holubova a Slamberova 2017, Hruba et al. 2009). Preklinické studie
nicmén¢ prokazujici negativni vliv drogy aplikované béhem gestace na matefské chovani
azajem matky o mlad’ata. Ovlivnéné matky vykazuji hor$i matefskou péci ve srovnani
s kontrolami. Misto kvalitni matefské péCe pecuji daleko vice o sebe a vice odpocivaji mimo
hnizdo. Také latence, se kterou navraci kratkodobé odloucend mlad’ata do hnizda, je mnohem
delsi nez u kontrol (Holubova a Slamberova 2017, Malinova-Sevéikova et al. 2014,
Slamberova et al. 2005a). Existuje tedy riziko, ze potomci drogové zavislych matek jsou vice
zanedbavani a vystaveni dlouhodobému postnatalnimu stresu (Holubova a Slamberova 2017,

Rokyta et al. 2008, Slamberova et al. 2005a).

1.2. Stres

Plvodni definice stresu fikd, Ze stres je nespecifickd reakce organismu na jakykoliv
Skodlivy stimulus (Selye 1950). Pozdé¢ji se zacaly rozliSovat pojmy jako stresor a stresova
odpovéd’ organismu. Stresor muze byt napiiklad definovan jako pozadavek prostiedi,
ktery presahne fyziologické mozZnosti regulace organismu (Antonelli et al. 2017, Holubova
a Slamberova 2017). Profesor Selye jiz v poloving 20 stoleti oznagil tzv. obecny syndrom
adaptace za zakladni fyziologickou reakci organismu na podnét vyvolavajici stres.
Tento syndrom pak rozdé€lil na tfi po sobé jdouci faze: poplasnou reakci, resistenci
a vyCerpani. VétSina piiznakd poplasné faze vymizi béhem féaze rezistence, ale ve fazi
vycerpani se opé€t objevi. To naznacuje, ze schopnost adaptace na zmény ma své hranice
(Selye 1950). Adaptace na zménéné podminky prostiedi pfedstavuje nepfetrzity proces, ktery

je nezbytny pro pieziti a udrzeni zdravi (Babicola ef al. 2021).
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1.2.1. Mechanismus ucinku

Fyziologicky mechanismus stresové odpovédi zavisi na intenzit¢ a trvani daného
stresoru. Prvni faze je charakterizovana okamzitou odpovédi organismu na vyznamné
odchylky od homeostdze a zahrnuje rychlou aktivaci autonomniho nervového systému (ANS)
pfes sympato-adreno-medularni osu (SAM). O trochu pomalejsi je pak aktivace osy
hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA). Tyto systémy zajiStuji neurobehavioralni reakce
na dané podnéty a poskytuji tak schopnost vyrovnat se s potencidlnimi Zivot ohrozujicimi
stimuly. SAM osa zahrnuje propojeni nervovych a endokrinnich funkei, které vedou
k aktivaci sympatiku. Vyplaveni kortikoliberinu (CRH) jako neurotransmiteru v locus
coeruleus (LC) vede kaktivaci medularnich center v nadledvinach. Jejich aktivaci
pak dochazi k vyplaveni katecholaminii, adrenalinu (A) a NA, do cirkulace, kde dale ovliviiuji
organy pies specifické adrenergni receptory (Antonelli et al. 2017, Holubovéa a Slamberova
2017). HPA osa je aktivovana prostfednictvim CRH v paraventrikularnim jadie hypotalamu
(PVN). CRH putsobi na adenohypofyzu, kde stimuluje sekreci kortikotropinu (ACTH),
ktery nasledné spousti sekreci glukokortikoidli z kiry nadledvin do ob&hu. Glukokortikoidy
jako kortizol (u lidi) a kortikosteron (u hlodavcl) se zamétuji na glukokortikoidni (GR)
a mineralokortikoidni (MR) receptory exprimované v riznych limbickych strukturach.
Regulace nastavd po obsazeni ur¢itétho mnozstvi téchto receptorti aktivaci negativni zpétné
vazby. Afinita kortizolu k MR je vys8i neZ pro GR. Je mozné, Ze MR zprostfedkovava
inhibici funkce HPA osy v pribéhu odpocinku a nestresovych situacich. Oproti tomu GR
pravdépodobné vyvolava kortizolovou regulaci stresem aktivované HPA osy (de Kloet
et al. 2005, Holubova a Slamberova 2017). Hipokampus, amygdala a dale i PFC vlastni oba
typy receptori (MR a GR), coz z nich d€ld vhodny cil plisobeni téchto hormond.
Tyto limbické oblasti hraji hlavni roli v modulaci osy HPA (Obr.3.) (Antonelli et al. 2017,
Herman et al. 2003, Holubova a Slamberova 2017). Interakce s podmifujicimi stimuly
na zakladé¢ paméti nebo druhové specifickych predispozic mohou generovat inhibi¢ni
nebo excitacni glukokortikoidni reakce. Hipokampus se ucastni procesit uceni, ukladani
paméti a vyvolani paméti a je diilezity regulator inhibi¢nich mechanismti. Amygdala pak hraje
dilezitou roli kontroly emociondlni a autonomni odpovédi na stres (Antonelli et al. 2017,
Babicola et al. 2021, Holubova a Slamberova 2017). Béhem stresu se tak zvySuje mira
pozornosti sméfujici k okolnimu prostfedi na ukor pozornosti na jednotlivé tkoly,
které nejsou pro pieziti nezbytné. Kapacita epizodické paméti se b&hem stresu sniZuje

a zlepSuje se uceni a pamét’ pro emocionalné vyznamné udalosti. Nicméné chronicka aktivace
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danych struktur muaze podporovat vznik specifickych forem kognitivnich poruch, stavu
uzkosti, dysforie a poruch spanku (Meaney 2001). Spojeni s amygdalou je tak asociovano
zejména se zvysenou uzkosti v prubéhu stresu a spojeni s hipokampem se zhorSenym ucenim,
paméti a dlouhodobou potenciaci (LTP) (Antonelli et al. 2017, Holubova a Slamberova
2017). Nekteré oblasti mozku moduluji odpovéd’ osy HPA prostiednictvim uvoliovani
neuropeptidii jako je neuropeptid Y, hormon stimulujici a-melanocyty, peptid podobny
glukagonu, enkefalin, somatostatin a melanin nebo neurotransmitery jako je

gamaaminomaselna kyselina (GABA), glutamat (Glu), 5-HT a DA (Babicola et al. 2021).

Velkd cast zmén spojenych se stresem je spojena s postizenim dopaminergniho
systému, ktery reguluje rizné typy chovani a kognitivnich funkci. Bylo zjisténo, Ze prenatalni
stres zvysuje hustotu DA receptorti témét vyhradné v limbickych strukturach a Glu receptort
v limbickych 1 motorickych oblastech. Stres dale sniZzuje uvolfiovani DA v kortexu, postihuje
expresi specifickych DA transkripénich faktorti a narusuje tak rovnovédhu mezi DA a Glu.
Porucha téchto systémii je pak casto spojovana s psychiatrickymi poruchami jako jsou
psychdzy a manie, schizofrenie ¢&i ADHD (Antonelli et al. 2017, Holubova a Slamberova
2017). Zvysend sekrece glukokortikoida také souvisi se zménami v aktivité mezolimbické
dopaminergni drahy, kterd zahrnuje systém odmeény. Jeji deregulace je popisovana
u psychopatologii zavislosti a deprese (Oswald et al. 2005, Wand et al. 2007). Stres je také
spojovan s poruchou serotoninergniho systému, jenz mtize prispét k uzkostnym a depresivnim
porucham daného jedince. Prenatalni i chronicky postnatilni stres vyvolava rGzné zmény
v aktivité¢ 5-HT a enzymu tryptofan hydroxyldza 2 v dorzalnim rafealnim jadie, hipokampu

a PFC (Holubova a Slamberova 2017, Van den Hove et al. 2014).

Kromé toho bylo prokazano, ze stresové zazitky, zejména béhem rané¢ho véku, jsou
vyznamnymi rizikovymi faktory pro rozvoj poruch vyvolanych stresem v dospélosti. Casné
postnatalni obdobi ptfedstavuje citlivé obdobi pro dozrdvani mozku, béhem kterého dochdzi
k rozsahlé neuronalni plasticit¢ a remodelacnim aktivitim, coz umozinuje vyvoj okruht
potfebnych k reakci na budouci podnéty. Vystaveni Casné postnatdlnimu stresu a jeho
interakce s genetickymi faktory tak mohou kriticky fidit vyvoj mozkovych okruht a vyvolat
Sirokou Skalu dlouhodobych uéinki, jako jsou zmény neuroendokrinni signalizace, neuronalni
morfologie a plasticity. Stresové udalosti z raného obdobi tedy mohou zvysit citlivost na stres

a ovlivnit emociondlni a socidlni fungovani jedince v dospélosti (Babicola et al. 2021).

Utinky stresu lze do jisté miry chéapat jako soubor adaptivnich reakci vyvolanych

stresory. ZvysSené sympatoadrendlni uvoliiovani katecholaminil, piedevSim A a NA, stejné
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jako adrenalnich glukokortikoid, ftidi posun ke katabolismu, mobilizaci lipidovych
a glukézovych rezerv a k inzulinovému antagonismu. ZvySeni cirkulujicich hladin
katecholaminti a glukokortikoidti také podporuje zvySeny kardiovaskularni tonus. Tyto akce
slouzi ke zvyseni dostupnosti a distribuce energetickych substratii. Ackoli tyto reakce slouzi
ke splnéni metabolickych pozadavka kladenych stresorem, dlouhodobé vystaveni zvySenym
hladindm téchto stresovych hormonti mize podporovat inzulinovou rezistenci, hypertenzi,
hyperlipidémii, hypercholesterolémii, zvySené riziko arteridlniho poskozeni a zvySené riziko
onemocnéni srdce (Meaney 2001). Stres je tedy rizikovym faktorem pro velkou fadu poruch

a onemocneéni.
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Obr.3. Schéma propojeni osy HPA s limbickym systémem. PIn¢ ¢ary znamenaji stimulacni
efekt, preruSované ¢ary naopak efekt inhibi¢ni. CRH — kortikoliberin, ACTH — kortikotropin,
CORT - kortikosteron/kortizol, LC — locus coeruleus, NA — noradrenalin, A — adrenalin,

ANS — autonomni nervovy systém.
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1.2.2. Prenatalni stres

1.2.2.1. Klinické studie

Normalni funkce ANS je zdkladem pro regulaci stresové odpovédi v pribéhu
téhotenstvi. Porucha adaptace matky na hemodynamické zmény v pribéhu té¢hotenstvi mize
ovlivnit uteroplacentarni obéh a vyvoj plodu. T¢hotné Zeny maji ptirozen¢ zvySenou hladinu
kortizolu, zejména po 21. tydnu téhotenstvi a jeho hladina pfevysuje vice jak dvakrat hladinu
kortizolu u zen mimo tehotenstvi. Hladina kortizolu u plodu linearné¢ koreluje s hladinou
kortizolu u matky. Plod je vSak pfed zvySenou hladinou tohoto hormonu matky do jisté miry
chranén  placentarnim  enzymem  (11beta-hydroxysteroid-dehydrogendza typ  2),
ktery konvertuje kortizol na neaktivni kortizon. Ackoliv bylo prokdzano, ze osa HPA je
s postupujicim téhotenstvim méné citliva, silny stresovy zazitek mize vyvolat celou fadu
vyvojovych postizeni (Antonelli et al. 2017, Holubova a Slamberova 2017). Prenatalni stres
tedy muze pfispét k nizké porodni hmotnosti, intrauterinni rdstové retardaci a zvysit
pravdépodobnost vrozenych vyvojovych vad (Michael a Papageorghiou 2008). Jak jiz bylo
zminéno vySe, chronicky stres miize vyvolat zmény zejména v limbickém systému
(hipokampus, amygdala) a PFC. Tyto oblasti jsou spojeny s emo¢nimi, kognitivnimi procesy
a s osobnosti jedince. U déti je perinatdlni stres spojen se zménami v uceni a paméti,
v chovani, s fyzickymi a emocionalni problémy, stejné jako s autismem a syndromem ADHD.
U dospélych, je pak perinatalni stres spojen s depresi a vznikem schizofrenie (Antonelli

et al. 2017, Holubova a Slamberova 2017).

1.2.2.2. Preklinické studie

Preklinické studie na potkanech prokazaly, Ze stres u matky béhem t¢hotenstvi zvysuje
nejen hladinu jejiho vlastniho cirkulujiciho glukokortikoidu (u zvifat piedevSim
kortikosteronu), ale také snizuje expresi a aktivitu protektivniho enzymu v placenté, takze je
plod méné chranény. SniZeni aktivity tohoto enzymu miZe vyvolat snizenou hmotnost
potomkil s vyS$i hladinou glukokortikoidli a redukovanym poctem MR a GR (Antonelli
etal. 2017, Holubova a Slamberova 2017). Prenatalni stres miize také vyvolat zvySenou
sekreci CRH a ACTH a muze zpusobit trvalé zmény v obsahu NA v hypotalamu s moznym
anorektickym uc¢inkem (Antonelli et al. 2017, Holubova a Slamberova 2017). Dal$im
dalezitym faktorem mulize byt prenatalnim stresem indukovana redukce sekrece rtstového

hormonu (GH), kter& muze z dlouhodobého hlediska zplsobit opozdény rast (Jahn

31



et al. 1993). Prenatalni stres maze byt tedy povazovan za model pro retardaci intrauterinniho
ristu. Zvifata vystavena prenatdlnimu stresu vykazovala opozdény vyskyt vSech neonatalnich
reflexi a v dospélosti zvySenou imobilitu a sniZzenou retenci v testu pasivniho vyhybani.
Prenatalni 1éCba diazepamem zcela potlacila dané nezddouci ucinky stresu (Drago
et al. 1999). Také test nuceného plavani (Porsoltiv test) ukdzal zvySenou imobilitu
u dospélych samct laboratorniho potkana, ktefi byli prenatalné ovlivnéni imobilizaci matky
(Alonso et al. 1991). Neni jasné, zda toto chovani souvisi s motorickou poruchou, ale jelikoz
se da tato imobilita alesponn CasteCn¢ zvratit pomoci aplikovanych antidepresiv, mizeme
hovofit o depresivnim chovani u dospé€lych potomkt prenatalné vystavenych silnému stresoru
(Holubova a Slamberova 2017). Je tedy pravdépodobné, Ze po expozici dlouhodobému
prenatalnimu stresu dochézi v mozku ke zméndm hladin DA a NA, jenz souvisi s procesy
paméti a deprese (Drago ef al. 1999). 1 dalsi experimentdlni studie na zvifatech prokazaly
snizenou porodni hmotnost, deficit v uceni a pozornosti, behaviordlni zmény, poruchy
adaptability na stresové stimuly, snizeni socidlni interakce a dal$i psychiatrické poruchy
zahrnujici naptiklad neuronalni zmény charakteristické pro schizofrenii (Antonelli ef al. 2017,
Holubova a Slamberova 2017, Slamberova et al. 2002). Imobilita matky a samotné injeké&ni
podani (s.c.) v obdobi gestace vyvolala u dospélych samcii zvySenou lokomoci, vzty¢ovani
sena zadni nohy (tzv. ,rearing”) a trdveni vice Casu v rozich oteviené arény (OF).
Ve vyvySeném kiizovém bludisti (EPM) travili samci méné Casu v otevienych ramenech
nez kontroly. Tyto zmény v chovani ovlivnénych zvifat jsou povaZovany za anxiogenni
chovani (Vallee et al. 1997). Prenatdlni stres u dospélych potkani tedy milze vést

k podobnému chovani jako je uzkost a deprese (Holubova a Slamberova 2017).

Nekteré preklinické studie poukazaly, Ze jiz samotné subkutanni injekéni podani (s.c.)
bez ohledu na charakter aplikované latky (MA/morfin/SA) miiZze vyvolat vyznamné zmény
v chovani (anxiogenni, depresivni) a ve schopnosti reagovat na stres pfetrvavajici
az do dospélosti (Holubova a Slamberovd 2017, Slamberova et al. 2005a, Slamberova
et al. 2002). Zajimavé také je, Ze skupina zvifat s prenatalnim injekénim podanim se oproti
kontrolam v dospélosti nedokézala adaptovat na jiny chronicky stres (Slamberova
et al. 2002). Injekéni aplikace tak muze hrat velmi vyznamnou roli prenatilniho stresoru,
ktery miize neblaze ovliviiovat funkéni vyvoj potomkl. Vliv a rozsah U¢inku chronické
injek¢éni aplikace v obdobi gestace nebyl prozatim dostatecné prostudovan (Holubova

a Slamberova 2017).
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1.2.3. Casné postnatalni stres a stres matky

Ackoli mnoho studii naznacilo, ze PVN vykazuje maximalni vyvoj prenatalné
(van Bodegom et al. 2017), i ¢asn¢ postnatalni stres mtize vyvolat funkéni a strukturalni
reorganizaci PVN. Pfi zprostiedkovani téchto zmén hraje klicovou roli zejména rodicovské
chovani. Tato rand forma socidlni interakce mtize vyvolat funkéni a strukturdlni modifikace
béhem neuronalniho vyvoje PVN a zptsobit jak snizené, tak i piechnané behavioralni
a neuroendokrinni reakce na stres v dospélosti (Babicola et al. 2021). Neékteré studie
prokézaly, ze pravé matefskd separace mize vyvolat morfologickou reorganizaci PVN,
zvysujici jak objem, tak pocet neuront obsahujici vasopresin, coz ma za nasledek zvysSenou
stresovou citlivost a anxiogenni reakce (Zhang et al. 2012). Expozice ¢asné postnatalnimu
stresu muze také preprogramovat nastavenou hodnotu osy HPA indukci zmén v expresi
mRNA CRH, které mohou pfetrvavat i po odstranéni daného stresoru. Je zajimavé, ze studie,
které byly provedeny na mySich a potkanech, ukazaly, Ze tyto zmény jsou Uzce spojeny
s typem stresu a kvalitou matefské péce (Bolton et al. 2019). U¢inky stresu se zdaji byt silné
a dlouhodobé, pokud je vztah matky a mladéte naruSen béhem prvnich dvou postnatilnich
tydnt, tj. béhem tzv. hyporesponzivniho obdobi, které tlumi vliv matetskych stresovych

hormontim (Babicola et al. 2021).

1.2.3.1. Klinické studie

Koncept casné¢ postnatalniho stresu je Siroky a zahrnuje riizné faktory, jako je ztrata
zazitkl v§ak zahrnuje zmény vazby na rodice jako odlouceni od matky (Driscoll a Barr 2016).
Klinické studie prokazaly, ze expozice tomuto stresoru muze vyvolat dlouhodobé zmény
v odpoveédi osy HPA a v mozkovych okruzich zapojenych do adaptace na stres, coz vede
ke zménénym emociondlnim a motivatnim reakcim (Heim a Nemeroff 2002, Juruena
et al. 2020). Tento stres je u de€ti spojen se zménami ve struktufe a funkci hipokampu,
nerovnovahou mezi GR a MR, coz ma za nasledek deregulaci osy HPA, zvySenou citlivost
vuci porucham nélady v dospélosti a vyssi riziko rozvoje tézké deprese (Baes et al. 2014).
Stres vraném ve€ku je také spojen s vys§i pravdépodobnosti uzivani ndvykovych latek,
urychluje pfechod k pravidelnému uZivani a zvySuje riziko zévislosti a relapsu v dospé€losti

(Babicola et al. 2021, Lijffijt et al. 2014).
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Ke kvalitnimu vztahu matky a novorozence piispivd mnoho faktori, zda se vsSak,
ze nejvice je korelovana mira uzkosti zen. Matky, které se citily depresivné a uzkostné, mély
ke svym détem mén¢ piiznivy vztah (Field 1998, Meaney 2001). Bylo také zjiSténo,
ze rodiCovské vazby k ditéti koreluji s autonomnimi, HPA a mezolimbickymi reakcemi DA
na stres potomkti (Meaney 2001). Klinické studie zaméfujici se na vliv Casné postnatalniho
stresu zjistily zvysené riziko vyvoje depresivniho chovani, post-traumatické stresové poruchy,
ADHD a dalsich dlouhotrvajicich zmén v chovéani (Abrines et al. 2012, Heim a Nemeroff
2001). U détskych obéti fyzického ¢i sexualniho zneuzivani je v dospé€losti zvysSené riziko
psychickych poruch, obezity, diabetu a srde¢nich onemocnéni. Srovnatelnou troven poruch
po zneuzivani je vSak mozné pozorovat i po emociondlnim zanedbavani a rodinnych
konfliktech vedoucich k porucham rustu, intelektualniho vyvoje, zvySenému riziku obezity
u dospélych lidi, depresim a tzkostnym porucham (Meaney 2001). Vysokoskolsti studenti,
kteti hodnotili své vztahy s rodi¢i jako odtazité, méli Ctyfikrat vyssi riziko chronickych
onemocnéni, veetné depresi a alkoholismu, stejné jako srdecnich chorob a diabetu (Russak
a Schwartz 1997). Podobn¢ i mladi dospéli, kteti popisovali chladné vztahy se svymi rodici,
vykazovali zvysené glukokortikoidni a kardiovaskularni reakce na stres, stejné¢ jako zvysSené
uvoliiovani DA ve ventrdlnim striatu (Meaney 2001, Pruessner et al. 2004). Naopak bylo
zjisténo, ze kvalitni vztah v pecujici rodiné miize zvySovat odolnost vici chronickému stresu
a snizovat tak riziko vyskytu riznych onemocnéni (Meaney 2001, Smith a Prior 1995). Zda
setedy, Ze vztah mezi stresem vraném véku a zdravim v dospé€losti je castecné
zprostfedkovan rodiCovskymi vlivy na vyvoj nervového systému potomka, které jsou

zékladem pro projev behavioralnich a endokrinnich reakci na stres (Meaney 2001).

Klinickd studie Liles et al. (2012) ukazala, Ze matky, které¢ uzivaly MA b&hem
téhotenstvi (n=75 Zen), uvadely vice rodicovského stresu a vice depresivnich symptomil
nez kontrolni skupina bez uzivani drog (n=137 Zen). Vysoka troven rodicovského stresu byla
u rodi¢i spojena s uzivanim navykovych latek, depresi a vnimanymi problémy s chovanim
deti (Kelley 1998, Liles ef al. 2012). Rodi¢ovsky stres ve 4. mésici véku ditéte vyznamné
predikoval externalizujici chovani ditéte ve 36. mésici. Tyto vztahy vSak v dané studii nebyly
ovlivnény expozici drogy (kokain), coz muze také naznaCovat, ze vztah mezi rodicovskym
stresem a vysledkem chovéni existuje u vysoce rizikovych déti bez ohledu na vystaveni droze

(Bagner et al. 2009).
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1.2.3.2. Preklinické studie

Normalni funkce osy HPA je dulezitd pro udrzeni homeostazy béhem stresu, zatimco
neustalé uvolnovani  stresovych hormond, vyvolané opakovanym stresem, je
charakteristickym znakem raznych patologii (Babicola et al. 2021, Marais et al. 2008).
Zajimavé je, ze stres muze mit pozitivni i negativni vliv na rizné funkce. Expozice Casné
postnatalnimu stresu mize mit za ndsledek nachylnost nebo odolnost viici psychickym
porucham v dospé€losti, a to v zavislosti na danych podnétech (Babicola et al. 2021,
Daskalakis et al. 2013, Di Segni et al. 2016, Grissom a Bhatnagar 2009). Casné& postnatalni
stres tedy muze v urcitych ptipadech zvysit jeho odolnost vii¢i pozdé€jsim environmentalnim
stimulim (Babicola et al. 2021, Daskalakis et al. 2013, Di Segni et al. 2019, Fuentes
et al. 2018, Grissom a Bhatnagar 2009, Holubova ef al. 2016). Hlavnim faktorem takovych
variaci mize byt intenzita nebo kvalitativni rozdily mezi jednotlivymi stresory (Branchi
et al. 2013, Moore et al. 2013). Stresory lze obvykle rozdélit na psychosocialni a fyzikalni
stresory. VétSina stresorti studovanych na zvifatech je vSak jejich kombinaci (Grissom
a Bhatnagar 2009). V na$i praci jsme pouzili metodiky pro vytvofeni socidlniho stresoru
pfedstavovaného matefskou separaci mlad’at od matek (Lajud et al. 2012, Plotsky et al. 2005),
fyzikalniho stresoru matek prostiednictvim plavani ve studené vod¢ (Drago et al. 1999,

Slamberova et al. 2002) a kombinaci obou t&chto stresort.

1.2.3.2.1. Socialni stres

Jednim z animdlnich modeldi ¢asné postnatalniho stresu je matetska separace. Tento
socidlni stresor je zalozen na dlouhodobé opakované separaci mlad’at od matek, kterd muize
vést ke zhorSeni mateiského chovani a nasledn¢é ke zménam v chovani ovlivnénych potomku
(Aisa et al. 2007, Holubova a Slamberova 2017). I mlad’ata laboratorniho potkana prochazeji
fyziologicky v prvnich dvou tydnech po narozeni hyporesponsivnim obdobim, které je
charakterizovdno nizkou bazalni aktivitou osy HPA a resistenci vii¢i béZznym stresortim.
Matetska separace siln¢ ovliviiuje a aktivuje odpoveéd’ osy HPA 1 ptes toto hyporesponsivni
obdobi (Holubova a Slamberova 2017, Lajud et al. 2012). Chronické zvyseni glukokortikoid
po dlouhodobé matetské separaci miize postihnout piredevSim struktury s vysokou hustotou
MR a GR (Huot et al. 2002). Vystaveni tomuto typu neonatilniho stresoru tak miize
dlouhodobé zvysit aktivitu osy HPA a vyvolat opozdény vyvoj mlad’at (Mesquita et al. 2007),

zmény Vv jejich chovani a miZe vést ke zneuzivani drog v dospélosti (Holubova a Slamberova
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2017, Plotsky et al. 2005). Studie na zvitatech také prokazaly, Ze tento postnatalni stres mtze
vést k tizkostnému chovani (Aisa et al. 2007, Heim a Nemeroff 2001, Holubova a Slamberova
2017, Yang et al. 2017). Studie Aisa et al. (2007) hodnotila miru anxiety v EPM. Expozice
tomuto chronickému stresu zvySila miru anxiogenniho chovani ovlivnénych zvifat
v porovnani s kontrolami (Aisa et al. 2007, Holubova a Slamberova 2017). I v dalsich testech
pro hodnoceni daného chovani, naptiklad v OF, byl prokdzan vliv matetské separace. Potkani
travili méné casu v centru OF a vice Casu péci o sebe sama (olizovanim, mytim) (Yang
et al. 2017). Jak jiz bylo feceno, chronicky Casné postnatalni stres (Aisa et al. 2007), stejné
jako déletrvajici stres aplikovany jednorazoveé (Eagle et al. 2013), muze vést k zdvaznym
zdravotnim potizim zahrnujici i poruchy kognitivnich funkci (Holubova a Slamberova 2017).
Studie Eagle et al. (2013) zjistila, Ze i déletrvajici jednorazova expozice stresovému zazitku
snizuje zdjem o jinak vyhleddvany objekt. Vysledky studie Llorente et al. (2011) ukazuji,
ze chronickd matefska deprivace vyvolavd persistentni deficit paméti u postnatalné
ovlivnénych zvifat. Vystaveni chronickému stresoru v obdobi laktace u matky mtize vést také
k hor§i matefské péci s poruchou kojeni, které opét muze vést k dlouhodobym zménam
ve vyvoji, chovani a kognici potomstva (Holubova a Slamberova 2017, Nephew

a Murgatroyd 2013).

U dospélych zvitat, které byly Casné postnatilné¢ ovlivnény kratké 3-15minutové
manipulaci (tzv. ,handling®), byla zjisténa utlumend reakce osy HPA na stres. Oproti tomu
dlouhodoby stres prostfednictvim matetské separace béhem prvnich 2 tydnd Zivota vede
ke zvySené odpovédi této osy v dospélosti. Tyto ucinky na osu HPA jsou céstecné
zprostiedkovany zménénou expresi GR v oblastech mozku, které¢ zprostredkovavaji
glukokortikoidni negativni zpétnovazebni regulaci (Liu ef al. 2000, Meaney et al. 1989, Viau
et al. 1993). Dlouhodob4d manipulace se zvifaty (,handling™) zvySuje expresi GR
v hipokampu a PFC, zatimco matefskd separace je spojena se sniZzenou hladinou GR
v hypotalamu, hipokampu a PFC (Bhatnagar a Meaney 1995, Liu et al. 2000, Meaney
et al. 1996). Matefskd separace tedy sniZzuje citlivost negativni zpétné vazby, zatimco
manipulace se zvifaty tuto citlivost zvySuje (Meaney et al. 1996). Mateiskd separace
také zvySuje odpovéd’ NA na ,restrain“ stres v PVN ve srovnani s kontrolami; stejny vzorec
byl pozorovan také u odpovédi plazmatického ACTH na stres. Na druhou stranu,
po opakované manipulaci typu ,,handling® byl u zvifat vyznamné zvyseny pocet vazebnych
mist a2-receptoru v noradrenergnich bunéénych oblastech téla LC a n. tractus solitarius.

Tyto a2-receptory jsou umistény hlavné na noradrenergnich neuronech a inhibuji uvoliiovani
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NA v terminalnich mistech. Uginky na hustotu o2-receptord by tak mohly slouzit
jako mechanismus pro rozdily ve hladindch NA vyvolanych po expozici stresu v PVN

a v aktivité osy HPA mezi zvifaty s manipulaci a matetskou separaci (Liu et al. 2000).

1.2.3.2.2. Fyzikalni stres

Dal$im z animélnich modeli stresu je plavani matek ve studené¢ vodé. Plavani
ve studené vode je velmi stresujici fyziologicky stav (Knechtle et al. 2020). Piedchozi
preklinické studie pouzivaly dany stresor, bud’ v pritbé¢hu biezosti zvitat (Drago et al. 1999),
anebo piimo na dospéld zvifata (Slamberova et al. 2002). Zvifata vystavena tomuto stresu
in utero vykazovala opozdény vyvoj neonatalnich reflexii, zvySenou imobilitu v Porsoltové
testu nuceného plavani a depresivni chovani v dospélosti (Drago et al. 1999). Fyzikalni stres
prostfednictvim plavani ve studené vodé u dospélych zvifat prenatdlné ovlivnénych jinym
stresem (injek&ni podani) zvysil anxiogenni chovéani (Slamberova et al. 2002). Opakované
plavani potkani ve studené vod€ v dospélosti vSak nevyvolalo v nasledném testu OF
predpokladané snizeni lokomoce ¢i ,,rearingu®, nebyl ovlivnén ani parametr Cisténi sama sebe
(,,grooming®). Dané vysledky mohou byt vysvétleny moznou habituaci dospélych potkanti
na opakovanou (2-tydenni) expozici stresoru, a to i pies rozdilnou dobu expozice tomuto
stresoru v pribéhu dne (Slamberova et al. 2002). Stresor prestava byt stresujici, jakmile zvife
dany stresor ocekdva (Dhabhar er al. 1997). Nicméné potkani ovlivnéni opakovanou
prenatalni aplikaci fyziologickym roztokem (SA, s.c.) se neadaptovali na plavani ve studené
vodé jako kontrolni zvifata. Tato zjiSténi tedy naznacuji, Ze prenatdlni stresory, jako je
injek¢ni aplikace matce, zhorSuji schopnost potomstva adaptovat se na chronicky fyzikalni
stresor v dospélosti (Slamberova et al. 2002). Zda tento fyzikalni stres ovliviiuje mladého

jedince, pokud je aplikovany €asn¢ postnatalné skrz jeho matku, neni doposud prozkouméno.

Jiny fyzikalni stres, ktery zpiisobuje omezeni pohybu (,restrain® stres), neni
pro potkany oproti psychosocidlnimu stresu tolik vyznamny (McEwen 2001). Pfi prvni
expozici tomuto fyzikdlnimu stresu dochdzi k ur€itym potizim a velkému zvySeni
glukokortikoidii v krvi. S opakovanim tohoto stresu ale v pribéhu nékolika dni dochazi
k habituaci odpovédi osy HPA na stres, jenZ je charakterizovand pocate¢nim rychlym
zvySenim uvolnéni kortikosteronu, které je vSak postupné ukonCovano diive s kazdym
opakovanim daného stresu (McEwen 2001). Nicméné 21 dni po opakované expozici
Lrestrain® stresu byla 1 navzdory habituaci odpovédi osy HPA zjisténa suprese neurogeneze

v gyrus dentatus (McEwen 2001, Pham et al. 2003). Potkani po této dob& dlouhodobého
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stresu vykazovali také zvySeny strach v OF a zvySenou agresi ke svému spolecnikovi
v doméci kleci (McEwen 2001). Studie Jin et al. (2013) zjistila, ze chronicky ,,restrain® stres
v raném véku miize zvysit citlivost hipokampu potkanti vici ndslednému stresu nuceného
plavani ve studené vod¢ v dospélosti, coz vede k deficitu pracovni paméti u dospélych

potkanti a snizuje strukturalni plasticitu samotného hipokampu (Jin et al. 2013).
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2. Hypotézy

Metodiky uZzivané v laboratoti Ustavu fyziologie 3.LF UK jsou experimentalnimi
modely pro vyzkum drogové zavislosti a dlouhodobych ucinkti prenatalni expozice MA
na morfologicky a funkéni vyvoj laboratorniho potkana. Nicméné kombinace prenatalni
aplikace MA a perinatalniho stresu mlad’at neni doposud prozkouména. Pojem perinatalni
stres v této praci zahrnuje injekéni (s.c.) aplikaci SA gravidnim samicim a ¢asné postnatalni
expozici socialnimu a fyzikalnimu stresu. Konkrétnéji, faktor prenatalniho stresu byl sledovan
pravé prostiednictvim skupiny s prenatalni aplikaci (s.c.) SA a faktor Casné postnatalniho
stresu pak pomoci socidlniho (S)/fyzikalniho (W) stresu ¢i jejich kombinaci (SW).
Pro sociélni stres (S, SW) byla vybrana metoda mateiské separace a pro fyzikalni stres (W,

SW) metoda plavani matek ve studené vodé (pro detailni popis viz bod 4.4.).

Tato prace vychazi z nasich hypotéz, ze prenatalni MA/stres 1 ¢asné postnatalni stres:
e naru$i matefské chovani matek v obdobi laktace,
e negativné narusi vyvoj mlad’at v obdobi laktace,
e zhorsi socidlni chovani s neznamym vrstevnikem v juvenilnim vé€ku samic i samcd,
e snizi plazmatické hladiny oxytocinu u juvenilnich samic,
e zvysi miru uzkosti u dospélych samctl,

e negativné narusi kognitivni funkce u dospélych samcii laboratorniho potkana.
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3. Cile

Na zéklad¢ vyse zminénych hypotéz jsme stanovili nasledujici cile, a to zjistit vliv

sledovanych perinatdlnich faktora na:
e matefské chovani v obdobi laktace,
, . . L o
e vyvoj senzorimotoriky mlad’at,
e socialni chovani v juvenilnim obdobi mladat,
¢ hladinu oxytocinu v juvenilnim obdobi samic,
e anxietu a dalsi sledované chovani zvitrat v dospélosti,

e kognitivni funkce exponovanych zvitat v dospélosti.

U vSech behavioralnich testl potomstva a stanoveni hladin oxytocinu jsme
také sledovali mozZnou senzitizaci téZe drogy v pozdé€jSim obdobi, tedy vliv akutniho podéani

MA v nizsi davce 1 mg/kg 45 min pred testem.

Soucasti vyzkumu bylo sledovani matek a jejich chovani vi¢i mlad’atim v obdobi
laktace. Matetské chovani jsme sledovali dlouhodobé¢ v obdobi laktace pomoci téchto testii:

e (Observacdni test

e  Retrieval“ test

Mléd’ata (samci 1 samice) jsme testovali na senzorimotoricky vyvoj za pomoci
téchto behavioralnich testi:
e Vzpiimovaci reflex na podloZce
e Negativni geotaxe
e Vzptimovaci reflex ve vzduchu

e Hrazdicka

e Rotarod
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Juvenilni potomky jsme testovali v behavioralnim testu:

e Socidlni hra (,,Social play* test), coz je test na pozorovani socidlniho chovéni,

tedy reakce zvitat v ptipad¢ kontaktu s nezndmym zvitetem.

Déle jsme provedli biochemické stanoveni hladiny periferniho plazmatického

oxytocinu u juvenilnich samic laboratorniho potkana:

e Odbér krve nasledoval ihned po behavioralnim testu Sociélni hra.

Dospélé potomstvo jsme také testovali za pomoci nasledujicich behavioralnich testt:
e Oteviena aréna (OF)
e Vyvysené kiizové bludisté (EPM)
e Morrisovo vodni bludist¢ (MWM)

Vysledky nasi prace prohloubi znalosti v oblasti drogové zavislosti, jejiho vzniku,

mechanismu t¢inku MA a jejich nasledkd ve spojeni s perinatdlnim stresem.
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4. Material a metodika

4.1. Péce o laboratorniho potkana a fertilizace

Dospélé samice laboratorniho potkana kmene Wistar, jejichz hmotnost byla v rozmezi
250-300 g pochazely z chovu Charles River Laboratories International, Inc. a dodany byly
chovnou stanici Anlab, s.r.o. (Praha, Ceska republika). Od stejného chovatele pochazeli
i samci ve vahovém rozmezi mezi 350 a 400 g. Zvitata byla ustajena po skupinach v poctu
4 zvitat na klec (dle pohlavi) v chovnych nadobach o rozmérech 45 cm x 30 cm x 20 cm
(8. x h. x v.). Zvirata byla ponechana v klidu a neruSena po dobu jednoho tydne od dodani
v mistnostech s kontrolovanou teplotou 22-24 °C, s dostateénym mnozstvim jidla a piti
(ad libitum). V mistnostech byl standartni svételny rezim, tedy cyklus 12 h svétlo/12 h tma
se zacatkem svételné faze v 6:00 h rano. Po aklimatizaci byl zahajen proces pfipousténi.
Samice byly denné vaZeny a pomoci vaginalniho vyplachu byla u nich ze vzorku pod
mikroskopem stanovena faze estrdlniho cyklu (metestrus, diestrus, proestrus ¢i estrus).
Samice, které byly vyhodnoceny v plodné fazi reprodukéniho cyklu (proestrus-estrus), byly
ustajeny pres noc s dospélym samcem (vzdy 1 samice a 1 samec v 1 kleci). Nasledujici den
jsme u samic na zaklad¢ pfitomnosti spermii v novém vaginalni vyplachu urcili, zda doslo
k fertilizaci. Tento den byl pak oznacen jako prvni den gestace. Poté byly samice vraceny

do svych ptivodnich kleci a denné¢ vazeny po celou dobu gestace.

4.2. Prenatalni aplikace

Samice byly po fertilizaci ndhodné rozd€leny do tii skupin podle subkutanni (s.c.)
aplikace denné po celou dobu btezosti: (1) MA v davce 5 mg/kg, (2) SA v davee 1 ml/kg,
a (3) kontrola (C) bez injek¢ni aplikace. MA jako D-metamfetamin HCl byl dodan firmou
Sigma-Aldrich (Praha, Ceské republika). Davka 5 mg/kg byla zvolena na zakladé piedeslych
zjisténi, ze koncentrace v mozku zvifat odpovidd hodnotdm naméfenym u plodu drogove
zavislych matek (Acuff-Smith ef al. 1996, Rambousek et al. 2014). Aplikace této latky v dané
déavce bfezim samicim laboratorniho potkana je dlouhodobé€ pouZzivany experimentalni model
pro stanoveni u¢inkll a dopadii této drogy in utero na potomstvo. Konkrétné je tento
experimentalni model pouZzivan v na$i laboratofi od roku 2002. VSechny tfi skupiny matek

byly kazdy den vazeny. Kazda samice byla 20. den gestace umisténa do své vlastni
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,mateiské* klece. Pravidelnou aplikaci latek ukoncil den porodu, ktery byl vii¢i mlad’atim

oznacen jako postnatalni den (PD) 0.

4.3. Postnatalni "cross-fostering"

V PD 1 jsme mladata oznacili dle prenatdlni expozice latek intradermalni aplikaci
tetovaciho inkoustu: MA skupina mlad’at byla ozna¢ena na levé zadni noze, SA skupina byla
oznacena na pravé zadni noze. Kontrolni skupina mlad’at bez prenatalni aplikace latky nebyla
oznacena vubec. Pro eliminaci vlivu rozdilného matefského chovani a péce zplisobené
podavanim drogy ¢&i injekei (Holson a Pearce 1992, Slamberové et al. 2005a) byla néktera
mlad’ata pfid€lena k matkam z jinych skupin. Tento zplsob rozdéleni mlad’at se oznacuje
jako ,,cross-fostering a byl proveden tak, aby kazda matka vychovavala 4 MA, 4 SA a4 C
mlad’ata. Kazdy vrh byl tedy slozen dohromady ze 12 mlad’at a byla snaha o stejny pocet

samcu a samic dle prenatalnich skupin.

4.4. Postnatalni stres

Dané vrhy mlad’at byly poté rozdéleny do Ctyt skupin dle postnatalni aplikace stresu:
1. sociélni stresor prostfednictvim matei'ské separace (S), 2. fyzikélni stresor prostfednictvim
plavani matek ve studené vodé (W), 3. socialni i fyzikdlni stresor (SW), 4. nestresovana
kontrola (N). Expozice stresu byla provadéna jednou denné od PD 1 do PD 21. V PD 21 byla

mlad’ata odstavena od matek a pfelozena do jinych kleci.

4.4.1. Socialni stres

Socialni stres byl aplikovan prostfednictvim matefské separace v prub&éhu obdobi
laktace, tedy denn¢ od PD 1 do PD 21. Mlad’ata byla vystavena matefské separaci denné
na 3 hodiny mezi 10:00-13:00 (Lajud et al. 2012, Plotsky et al. 2005). VSechna mlad’ata
z odpovidajicich experimentalnich skupin (S a SW) byla jemné odebrana z matetské klece
a vlozena do separacni klece v jiné mistnosti tak, abychom zabranili jejich kontaktu s matkou
pomoci vokalizace. Separacni klec byla postavena na hiejivé podlozce kvili udrzeni bézné
teploty mlad’at a predejiti jejich prochladnuti. Po tfech hodinidch separace matek a mladat,

byla mlad’ata vloZena zpét do matetské klece k matce.
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4.4.2. Fyzikalni stres matek

Fyzikalni stres byl aplikovan prostiednictvim plavani matky ve studené vodé¢ (Drago
et al. 1999, Slamberova et al. 2002) denné v pribéhu obdobi laktace (PD 1-21). Potkani
matky byly nuceny plavat v bazénu o priméru 40 cm ve studené vodeé o teploté 5° C po dobu
5 minut s hloubkou vody 25 cm. Kazdd matka z odpovidajici experimentalni skupiny
(W aSW) byla jednotlivé vloZzena do studené¢ vody a po uplynuti 5 minut vytaZena.
Ihned poté jsme danou matku ususili ru¢nikem a zahtali pod lampou do doby néz byla témét
suchd. Poté jsme ji dali zpét do jeji matefské klece. Voda v bazénu byla vycisténa po kazdém

zvifteti.

4.5. Aplikace drogy v dospélosti

Pro stanoveni citlivosti potomkll na stejnou drogu v pozd&j$im zivoté, jsme
pted kazdym behavioradlnim testem po odstaveni mlad’at rozd¢lili vSechny skupiny zvitat
na polovinu tak, abychom mohli jedné poloviné aplikovat (s.c.) MA v davce 1 mg/kg a druhé
stejnym zpasobem (s.c.) SA (1 ml/kg). Davka MA 1 mg/kg na rozdil od vyssich davek
nezpusobuje stereotypni chovani a nenarusuje tak prubéh testu (Schutova ef al. 2010). Drogu
jsme podavali 45 minut pfed behaviordlnim testem, jelikoz v tomto ¢asovém odstupu dochézi
pfi subkutdnnimu podani k maximdlni koncentraci MA v mozku a ucinek je tak nejlépe
pozorovatelny (Rambousek ef al. 2014). Pouze v piipad¢ dvanactidenniho testu MWM jsme
zvitatim podali MA/SA kazdy den po skonceni testu (vyjma posledniho dne) a dale

1 ve dnech mezi jednotlivymi fazemi testd (Schutova ef al. 2010).

4.6. Experimentalni skupiny

Potomci (samci/samice) byly rozdéleny do skupin na zékladé nékolika hodnocenych
faktort. Na zdklad¢ prenatdlni expozice (injekéni s.c. aplikace matce denné po celou dobu
biezosti) byly testovany 3 skupiny zvifat prenataln¢ vystavenych: MA (5 mg/kg), SA (stres
z injekéni aplikace) a kontroly (C) bez injekéni aplikace. Kazdou z téchto skupin jsme dale
rozdélili dle aplikace rGznych stresorli v prib&hu postnatalni periody PD 1-21: socidlni stres
prostiednictvim matetské separace 3h denné (S), fyzikalni stres prostfednictvim nuceného
plavani matek ve studené vod¢ po dobu 5 minut denné (W), kombinace obou téchto stresorti
(SW), nestresované kontroly (N), ¢imZ jsme ziskali 12 skupin (MA-S, SA-S, C-S, MA-W,
SA-W, C-W, MA-SW, SA-SW, C-SW, MA-N, SA-N, C-N). Pro urceni piipadné senzitizace
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u behavioralnich testi po odstaveni mlad’at jsme téchto dvanact skupin dale rozdélili
na polovinu podle aplikace latky 45 minut pfed testem, bud’ 1 mg/kg MA nebo 1 ml/kg SA,
¢imz jsme findln¢ ziskali 24 testovanych skupiny (n=8-10 zvitat do skupiny a pro test Socialni

hra n=8 parti za skupinu) na jeden typ behavioralniho testu (Obr.4.).
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Obr.4. Schéma experimentilnich skupin. Prenatilni expozice: C — prenatdlni kontrola,
SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin. Postnatalni expozice: N — nestresovana
kontrola, S— socidlni stres prostfednictvim matetské separace, W — fyzikalni stres
prostiednictvim plavani matek ve studené vodé, SW — kombinace socidlniho a fyzikalniho
stresoru. Akutni aplikace: SA — akutni podani fyziologického roztoku 45 min pted testem,

MA — akutni podani metamfetaminu 45 min pied testem.

4.7. Aplikované testy a odbéry

Senzorimotoricky vyvoj mlad’at, samct i samic, byl testovan pomoci po sob¢ jdoucich
testl. Ve stejné Casové periodé (laktace) jsme sledovali i matefské chovani matek vuci
potomkliim. Socialni hra byla pak testovana u juvenilnich mlad’at obou pohlavi, a to v PD 30.
Ostatni behavioralni testy (OF, EPM, MWM) byly testovany v dospélosti mezi PD 60-90,
atopouze u samcil. Sledovani samic v dospélosti by bylo Casové nad ramec této prace,
jelikoz samice je tfeba v dospélosti rozdélit do dalSich dvou skupin dle jejich estralniho cyklu

(metestrus/diestrus a proestrus/estrus) v den testu.
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4.7.1. Vyvoj mlad’at

4.7.1.1. Parametry mlad’at

Den po porodu, v PD 1, byl spocitan celkovy pocet mlad’at a pomér samcii a samic
v jednom hnizd¢. Dale byla vSechna mlad’ata zvazena a tato hmotnost byla oznacena
jako porodni. Hmotnostni pfirastek byl pak zaznamenavan v prabéhu celého obdobi laktace

od PD 1 do PD 21. Mlad’ata byla podrobena "cross-fosteringu" (popsano vyse).

4.7.1.2. Baterie testii hodnotici senzorimotoricky vyvoj mlad’at

Pro provedeni téchto testti jsme pouzili podobny protokol, ktery je popsany v ¢lancich
védecké skupiny Altman a Sudarshan (1975), Slamberova et al. (2006) a Malinovéa-Sevéikova
etal. (2014).

4.7.1.2.1. Vzprimovaci reflex na podloZce

Vzptimovaci reflex na podloZce byl provadén denné¢ od PD 1 do PD 12 (Obr.5.),
atopo aplikaci postnatdlnich stresord. Kazdé mladé bylo poloZzeno na zada a byla
zaznamenavana doba latence od pusSténi mladéte do jeho samostatného pietoceni na vSechny
¢tyfi  konCetiny. Horni limit byl stanoven na 60 s, pokud se mlade

do tohoto limitu nevzpiimilo, byl mu zapocitan pravé maximalni ¢as 60 s.
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A)-B)
C)-D)-

Obr.5. Ukazka vzpiimovaciho reflexu na podloZce mladéte laboratorniho potkana.

Postupné kroky A) - D) na sebe navazuji.

4.7.1.2.2. Negativni geotaxe

Negativni geotaxe byla provedena jednorazové v PD 9 (Obr.6.). Kazdé mladé bylo
polozeno na polohovanou podlozku v uhlu 30 °, a to hlavou dolii. Doba latence od pusténi
mladéte do jeho samostatného otoceni na podlozce hlavou nahoru byla méfena 3krat po sobé.
Kazdy potkan mél tedy 3 pokusy. Zapocitan byl pak nejlepsi ¢as. Horni limit pro tento kkon
byl 15 s.
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9 D)

Obr.6. Ukazka ukonu negativni geotaxe mladéte laboratorniho potkana v PD 9.

Postupné kroky A) - D) na sebe navazuji.

4.7.1.2.3. Vzprimovaci reflex ve vzduchu

Vzptimovaci reflex ve vzduchu jsme testovali jednorazové v PD 17. Kazdé mlade bylo
podrzeno bfichem nahoru ve vySce 40 cm nad mekkou podlozkou a po pusténi mladéte bylo
sledovano, v jaké pozici dopadlo na mekkou podlozku. Pokud mléddé dopadlo na vSechny
4 koncetiny, tedy se vletu otoc¢ilo o 180 °, bylo hodnoceno hodnotou ,,1% Pokud

se tak nestalo, bylo ohodnoceno hodnotou ,,0%.

4.7.1.2.4. Hrazdicka

UdrZeni rovnovahy na rovné hrazdi¢ce bylo pozorovano v PD 23 (Obr.7.). Tento test
zjistuje funkci vestibularniho systému a senzorimotorické koordinace. Hrazdicka je 40 cm
dlouhd, rovna ty¢ s primérem 1 cm, vyvySena 80 cm nad mékkou podlozkou. Mlad’ata byla

jednotlivé umisténa na hrazdicku tak, aby se byla schopna po pusténi na hrazd€ udrZet,
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tedy hibetem nahote a koncetinami na hrazdi¢ce. Po umisténi mladéte na hrazdicku byl méten
Cas, po ktery se jedinec na hrazd¢ udrzel. Horni limit pro dobu méteni byl stanoven na 120 s.

Kazdé mlade bylo vystaveno tfem pokustim.

Obr.7. Ukazka testu Hrazdicka.

4.7.1.2.5. Rotarod

Pro dalsi stanoveni senzorimotorické koordinace a reakce na zménu polohy téla nutné
pro udrzeni rovnovahy byl v PD 23 proveden test Rotarod (Obr.8.). Rotarod je valec
s prumérem 11,5 cm, tocici se stdlou rychlosti 6 rpm. Mlad’ata byla na rotarod umisténa
jednotlivé, tak aby na sebe nevidéla, Celem proti sméru pohybu rotarodu. Pro udrzeni
rovnovahy na rotarodu byl tedy vyZadovan jejich pohyb kuptedu. Pro vyhodnoceni vysledku
byl u kazdého jedince méfen ¢as udrzeni na rotarodu s hornim limitem 120 s. Kazdé mladé

bylo vystaveno tfem pokustim.
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Obr.8. Ukazka testu Rotarod.

4.7.2. Materské chovani

Matetské chovani matek vii¢i vychovavanym mlad’atiim bylo sledovano denné od 8:00
do 10:00, a to vdomacim prostiedi matek a jejich mladat (Slamberova et al. 2005a,
Malinova-Sevéikova et al. 2014). Matky jsme hodnotili tzv. Observatnim testem a dale

pak ,,Retrieval“ testem, které jsou popsany dale.

4.7.2.1. Observacni test

Observacni test probihal denné po celou dobu laktace, tedy od PD 1 do PD 21. Béhem
tohoto testu byla kazdd matka sledovana 10krat po dobu 5 s v Sminutovych intervalech,
celkové byla tedy kazda matka s vrhem sledovana 210krat (21 dni x 10 pozorovani). Pfi tom
jsme sledovali aktivitu matky a pozici pii kojeni, takto jsem ziskali informace o 11 riznych
aktivit matek a o 3 jejich pozicich pifi kojeni. Tyto sledované aktivity jsme si rozdélili
na matef'ské a ,,nematetské aktivity. Do matetskych aktivit jsme zahrnuli: pfitomnost matky
v hnizd¢, kontakt s mladd’aty, myti mlad’at, noSeni mlad’at a manipulaci s hnizdem.
Do ,,nematetskych* aktivit, které nejsou spojeny s roli matky, jsme dale zahrnuli: myti sama

sebe, jedeni, piti, odpocivani se zavienymi oci, stavéni se na zadni nohy (,,rearing®) a ¢ichéni.

50



Daéle jsme také rozeznavali tii pozice pii laktaci, a to: aktivni pozici s hibetem do oblouku,
aktivni pozici se zalehnutim mlad’at (bez oblouku) a pasivni pozici, kdy matka lezela bokem
nebo na zadech. Pokud byla dand pozice ¢i aktivita pozorovana, zapsala se jako ,,1%

pokud nebyla, zaznamenalo se ,,0%.

4.7.2.2. ,,Retrieval“ test

»Retrieval®“ test nasledoval po rannim Observa¢nim testu, a to denné¢ mezi PD 1
a PD 12. Pfi tomto testu jsme z mateiské klece vyjmuli vS§echna mlad’ata a ptesunuli je do jiné
separacni klece na dobu 5 minut. Separa¢ni klec byla polozena na hiejici podlozce,
aby si mlad’ata udrzela jejich b&znou teplotu téla. Po 5 minutdch byla vSechna mlad’ata
vracena k matce tak, ze byla rozptylena jednotlivé po celé ploSe matefské klece. Od tohoto
okamziku byl méten Cas pro tfi riizné parametry chovani kazdé matky: 1) doba latence pro
uchopeni prvniho mladéte, 2) doba latence pro pfineseni prvniho mladéte do hnizda a 3) doba

latence pro piineseni vSech mlad’at do hnizda. Horni limit pro tyto aktivit byl 10 min.

4.7.3. Socialni hra

Behavioralni test Socidlni hra byl proveden dle pfedchozich publikaci ¢i praci v nasi
laboratoti (Vanderschuren et al. 1997, Vanderschuren et al. 2008, Achterberg et al. 2014,
Sevéikova et al. 2020). Dva tydny pfed samotnym testem byl juvenilnim potkantim (samctim
1 samicim) v jejich mistnosti otoc¢en svételny cyklus se svétlem od 18:00 do 6:00. V PD 28
a29 bylo kazdé zvife vzdy individudln€é habituovdno po dobu 10 min v testovaci kleci
a mistnosti. V PD 29 pak byla zvifata na noc umisténa po jednom do klece, tedy izolovana
od kontaktu sjinym zvifetem tak, aby exprese socialniho chovani v dalsim dni byla
usnadnéna. Samotny behaviordlni test Socialni hra probéhl v PD 30 v transparentni kleci
z plexiskla o rozmérech 43 x 26,5 x 18 cm se dnem pokrytym pilinami a v testovaci mistnosti
s tlumenym osvétlenim. Vzdy dvé zvifata stejného veéku, pohlavi a ze stejné sledované
skupiny (totoZnéd prenatalni, postnatalni i1 akutni expozice) byla umisténa do testovaci klece
na dobu 15 min. Sledovand zvifata v paru byla podobné hmotnosti a navzajem se neznala
(nebyla ze stejné spolecné klece, ve které zvitata vyrustala). Chovani v testu Socialni hra bylo
nahravano na kameru a videa byla pozdé€ji analyzovana za pouziti ODLog systému
(Macropod Software). Sledovali jsme nasledujici parametry: 1) frekvenci chovani ,,pouncing®

— tj. jedno zvife se snazZi skocit na druhé zvife a kousnout ho do §ije (Obr.9.A), 2) frekvenci
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chovani ,,pinning* — tj. jedno zvife lezi na zddech a druhé stoji nad nim (Obr.9.B). Tato dvé
chovani jsou hlavnimi parametry Socialni hry (Vanderschuren et al. 1997) dale doplnéné
o 3) frekvenci chovani ,boxing* — tj. podoba zapasu boxu piednimi koncetinami. Zaroven
jsme sledovali 1 4) socialni exploraci (s) - tedy celkovou dobu socidlni interakce zvitat

jako ocichavani a olizovani druhého zvitete (,,non-playful* chovani).

Obr.9. Socialni chovani vramci testu Socialni hra. A) ,Pouncing“ — uUtok na Siji

spole¢nika, B) ,,Pinning* — jedno zvite lezi na zadech a druhé stoji nad nim.

4.7.4. Stanoveni hladiny oxytocinu

Stanoveni hladiny periferniho oxytocinu bylo provedeno u juvenilnich samic starych
30 dni (PD 30). Pocet zvifat ve skupiné bylo 10-12 samic. Odbéry krve byly provedeny ihned
po behavioralnim experimentu Socialni hra. Zvifata byla pfed odbérem utracena dekapitaci.
Z jejich trupu pak byla odebrana krev, v objemu zhruba 2 ml krve, do pfipravenych
predchlazenych plastovych zkumavek obsahujicich 1 000 KIU (500 KIU/ml) aprotininu
(SIGMA). Z krve ve zkumavce jsme v centrifuze oddélily plazmu a z ni pak vyextrahovali
oxytocin dle metodiky kolektivu autort Szeto er al. (2011). Extrakce z pevné faze byla
provedena na C18Sep-Pak kolonach, které¢ byly nejdiive ekvilibrovany 3 ml acetonitrilu
apoté dvakrat promyty 3 ml 0,1% trifluoroctové kyseliny. Vzorky s 1 ml plazmy byly
smichany vzdy s 1 ml 0,1% trifluoroctové kyseliny a vloZeny do centrifugy pti 14 000 g
nadobu 20 min a pii teploté¢ 4 °C. Vycisténa, okyselend plazma z centrifugy pak byla
aplikovana na kolonu. Cast vzorku, ktera protekla kolonou byla vyfazena a kolona byla
promyta 3 ml 0,1% trifluoroctové kyseliny a dvakrat 3 ml deionizované vody. Oxytocin byl
poté z kolony vymyt 3 ml 60% acetonitrilu a vysusené vzorky byly uloZeny pii -70 °C
az do stanoveni mnozstvi oxytocinu ve vzorku. Samotné stanoveni oxytocinu pak bylo

provedeno s pouzitim kitu Oxytocin ELISA (Enzo) podle pokynii vyrobce. Uginnost extrakce
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byla 88 %. Intra-variace byla menSi nez 11 % a inter-variace byla mensi nez 16 %,

coz spliuje rozmezi uvedené v pokynech od vyrobce.
4.7.5. Otevirena aréna

Dospéli samci byli testovani na uzkostné chovani v OF v pribéhu PD 60-90 (Schutova
et al. 2010). Zvirata byla v den testu ponechana v testovaci mistnosti po dobu cca 30 minut
ve své kleci, aby se aklimatizovala na danou mistnost. Prostor OF je velky zhruba
45 x 45 x 30 cm se ttemi neprithlednymi sténami a jednou transparentni (pfedni) sténou,
ptes kterou bylo chovani samcl natiCeno (Obr.10.). Podlaha této arény byla rozd€lena
nékolika nakreslenymi liniemi a uprostfed arény byl vyznacen centrdlni kruh s primérem
20 cm. V této aréné zvifata nikdy pifed testem nebyla, byla tedy v priibchu testu vystavena
nezndmému prostfedi. Chovani potkanti bylo v den testu nahrdvano na video po dobu
10 minut. Poté byla zvifata vyjmuta a vloZzena do svych ptivodnich kleci. Po kazdém zviieti
jsme podlahu i stény oteviené arény umyli dezinfekénim roztokem (Ajatin) a ususili,
aby nebylo dal$i zvife ovlivnéno pachovou stopou toho piedchoziho. Vysledna videa byla
analyzovdna manudlné¢ pomoci ODLog softwaru. Hodnoceny byly nésledujici parametry:
1) Cas straveny v centralnim kruhu, 2) ¢as straveny v rozich arény, 3) ¢as stradveny pe€ovanim
o sebe (Cisténi se), 4) Cas straveny v nehybné pozici (imobilita), 5) lokomoce, tj. celkovy
pocet ptejitych linii, 6) Cas straveny Cichanim a 7) €as straveny v pozici na zadnich nohou

(,,rearing*).

_______________________

Obr.10. Aparatura OF.
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4.7.6. VyvySené kiizové bludists

Dospéli samci (PD 60-90) byli na izkostné chovani testovani také v EPM (Schutova
et al. 2010). Zvitata byla v den testu ponechana v testovaci mistnosti po dobu cca 30 minut
ve své kleci, aby se aklimatizovala na danou mistnost. Toto bludisté se sklada ze Ctyt ramen,
ktera jsou uprostifed spojend a jsou 50 cm nad zemi (Obr.11.). Dvé protilehla ramena jsou
uzaviend nepruhlednymi sténami a zbyld dvé protilehld ramena jsou naopak oteviena,
beze stén. Diky centralnimu otevienému spojeni vSech ramen se mohla zvifata volné
pohybovat mezi vSemi rameny. Zvifata byla v pribéhu testu v bludisti vystavena
opet neznamému prostiedi a jejich chovani bylo nahrdvano na video po dobu 5 minut.
Poté byla zvifata vyjmuta a vlozena do svych plvodnich kleci. Po kazdém zvifeti jsme
podlahy ramen 1 jejich stény umyli dezinfekénim roztokem (Ajtain) a ususili, aby nebylo dalsi
zvite ovlivnéno pachovou stopou toho ptedchoziho. Vysledna videa byla analyzovéana
manualné pomoci ODLog softwaru. Hodnoceny byly nésledujici parametry: 1) ¢as straveny
v uzavienych ramenech, 2) Cas strdveny v otevienych ramenech, 3) Cas straveny v pozici,
kdy hlava a ramena zvifete byly natazeny do oteviené Casti bludisté, ale nohy zvitete zlstaly
v uzavieném rameni (,,stretched attend posture®, SAP), 4) Cas straveny cichanim, 5) Cas
straveny v pozici na zadnich nohou a (6) Cetnost vstupi do vSech otevienych i1 uzavienych

ramen.

Obr.11. Aparatura EPM.
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4.7.7. Morrisovo vodni bludisté

Pro zhodnoceni kognitivnich funkci v dospélosti byli testovani pouze dospéli samci
laboratorniho potkana ve véku PD 60-90 (Schutova et al. 2009a). Po dobu 12 dni byli samci
sledovani v jednotlivych ukonech zamétujici se na uceni a pamét v MWM (Morris 1984,
Stuchlik 2003). MWM zahrnuje tfi po sobé jdouci specifické testy: 1) Uceni, 2) ,,Probe test
a 3) Test paméti (viz Tab.1.). MWM je kulaté vodni bludisté typu bazénu s primérem 2 metry
s vodou o teploté 22 °C + 2,5 °C. Uvnitf bludisté je dle typu testu umistén skryty ostrivek
(transparentni, 13 cm v primeéru) dosahujici 1,5 cm pod hladinou vody a po okraji bazénu
jsou vyznaceny Ctyii startovni pozice (sever, jih, vychod a zapad), které rozdéluji vodni
bludist¢ na pomysiné 4 kvadranty. Na zdech kolem bazénu je ve viditelné vysSce pro zvirata
umisténo n¢kolik riznych obrazctl tak, aby si zvife snadnéji zapamatovalo polohu ostrivku
a vytvofilo si prostorovou mapu pro hledani. Pro tento experiment byl pouzit kamerovy
systém EthoVision XT 10 (Noldus Information Technology, Holandsko) zachycujici a méfici

jednotlivé ukony potkant.

TEST UCENI ,,PROBE“ TEST PAMET

DEN | 1% | 2% | 3% | 4* | 5% | 6* | T* 8* 0% 110* | 11* 12

Tab.1. Jednotlivé faze kognitivniho testu MWM. Uceni (1. — 6. den), ,,Probe* test (8. den)
a Test paméti (12. den). * aplikace latky (akutni MA/SA v dospélosti).

4.7.7.1. Uceni

Béhem prvnich 6 dni MWM byla zvifata cvicena k nalezeni skrytého ostrivku. Dany
jedinec byl do bludisté vypoustén ve dvou cyklech ze ¢tyf riznych mist kolem bludisté
v tomto pofadi: sever, jih, vychod a zépad. Kazdé zvife tedy podniklo 8 pokust o nalezeni
ostrivku za den. Skryty ostrivek pod hladinou vody byl stile na jednom misté. Pokud zvife
ve vod¢ ostriivek nenalezlo béhem 60 s, bylo jemné navedeno na misto skrytého ostravku
manualn€. Na konci kazdého pokusu bylo zvife ponechdno 30 s na ostrivku, aby si dané

misto zapamatovalo a odpocalo si pred dal§im pokusem z jin¢ého mista. Po 8 pokusech

55




v daném dni byl kazdy jedinec ususen ru¢nikem a vracen do své domaci klece. Méteny byly
nasledujici parametry: 1) ,,Search error” (chyba v hledani) - vzdélenost od ostrivku (cm),
tj. neschopnost zvitete plavat v relativné piimé draze ze startovni pozice do mista skrytého
ostrivku, 2) vzdalenost (cm) — celkovd vzdalenost uplavana v bludisti, 3) latence — doba
nalezeni ostrivku (s), a 4) rychlost plavani (cm/s). Dale byla hodnocena strategie hledani
skrytého ostriivku, kterou lze rozdélit na tigmotaxi ¢i skenovéani prostoru (Macuchova
et al. 2017, Schutova et al. 2009a). Tigmotaxe je definovéna jako plavani okolo bludisté
v rozmezi 30 cm od okraje bazénu, zatimco skenovéni je definovano jako plavani s primérem
I m od mista ostrivku (Obr.12.). U obou strategii byl méfen celkovy cas vénujici

se dan¢ strategii (s), vyjadieny také v procentech (%).

Trial 139°

A) B)

Obr.12. Strategie hledani skrytého ostrivku v MWM. A) Tigmotaxe. B) Skenovani.

4.7.7.2. ,,Probe test*

»Probe test“ byl proveden 8. den experimentu v MWM bludisti. Ostrivek byl
tento den odstranén z bludi§t¢ a zvifata byla zkouSena, zda si pamatuji pozici diive
umisténého skrytého ostrivku. Samci potkana byli jednotlivé pousténi vzdy jen z jednoho
mista v bludisti (bylo vybrdno startovaci misto ze severu) a v bazénu byli sledovani po dobu
60 s. Méteny pak byly nasledujici parametry: 1. uplavana vzdalenost (cm) a 2. rychlost

plavani (cm/s). Dale byly sledovany ob¢ strategie plavani, tj. tigmotaxe a skenovani.
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4.7.7.3. Test paméti

Test paméti probéhl 12. den experimentu. Ukolem potkanti bylo najit skryty ostrivek,
ktery byl znovu umistén na stejném misté jako v prubéhu prvnich Sesti dni uc¢eni. Kazdé zviie
podniklo 8 pokusii 0 nalezeni ostriivku trvajici maximalné 60 s, a to opét ze Ctyi riznych
startovacich mist (probéhly dvé kola). Parametry sledované v této casti experimentu byly

totozné jako v prvni fazi MWM, tj. v testu Uceni.

4.8. Statisticka analyza dat

Vsechna data nejdiive prosla testem tzv. normality, stanovili jsme tedy zda doslo
k normélnimu Gaussovskému rozlozeni a rozptylu dat. Pro danou analyzu jsme pouzili testy
D’Agostino-Pearson omnibus normality test a Shapiro-Wilk normality test. V nasich datech
pfi téchto testech nebyl nalezen signifikantni vysledek, coz ukazuje na normalni rozlozeni dat.
Data byla déle analyzovana pomoci parametrického testu, k cemuz jsme pouzili vyhodnoceni
pomoci analyzy rozptylu (ANOVA). Bonferonni post-hoc test byl vyuzit u vSech
senzorimotorickych a behaviordlnich testd. Stanoveni hladiny oxytocinu bylo hodnoceno
pomoci Fisherova post-hoc testu. Cetnost vyskytu jevu byla porovnavana pomoci x> testu.
Za signifikantni byl vzdy povazovan rozdil, pokud p<0,05. Data byla poté zobrazena

v grafech jako primér + stfedni chyba priméru (SEM).

Vysledky dat byly prezentovany ve formatu [F(N-1,n-N)=xx,xx; p<0,0x], kde F je
hodnota testovaného kritéria, N-1 stupent volnosti skupin, n-N stupent volnosti jednotlivého
subjektu, x je dany vysledek a p hladina vyznamnosti. Data x> testu byla prezentovana
jako %= xx,xx, p<0,0x, kde % je testovaci kritérium, x je dany vysledek a p je opét hladina
vyznamnosti.

Konkrétnéji, celkovy pocet mlad’at, pomér samci a samic v jednom vrhu a porodni
hmotnost byly analyzovany pomoci 2-faktorového testu ANOVA (Prenatdlni expozice
x Pohlavi). Hmotnostni priristek byl pak hodnocen pomoci 3-faktorového testu ANOVA

(Prenatalni expozice x Postnatalni expozice x Pohlavi). Pro mnohonasobné porovnani jsme

pouzili Bonferonni post-hoc test.
V baterii testil pro vyvoj mlad’at jsme postupovali nasledovné:

Vzprimovaci reflex na podloZce jsme hodnotili 3-faktorovym testem ANOVA

(Prenatalni expozice x Postnatadlni expozice x Pohlavi) s opakovanym méfenim (Dny). Test
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Negativni geotaxe jsme analyzovali 3-faktorovym testem ANOVA (Prenatalni expozice
x Postnatalni expozice x Pohlavi). U testu Vzprimovaciho reflexu ve vzduchu jsme
posuzovali Cetnost spravného dopadu na podlozku, coz bylo déale porovnavano pomoci
v? testu. Pro pozdéjsi testy Hrazdic¢ka a Rotarod jsme pouzili 3-faktorovy test ANOVA
(Prenatalni expozice x Postnatalni expozice x Pohlavi) s opakovanym métfenim (Pokusy).

Bonferonni post-hoc test byl pouzit pro mnohonasobné porovnavani.

Analyza matetského chovani, Observacni test a ,,Retrieval test* u matek, zahrnovala
2-faktorovy test ANOVA (Prenatdlni expozice x Postnatdlni expozice) s opakovanym

meéfenim (Dny) a dale Bonferonni post-hoc test.

V testu Socialni hra jsme ziskand data porovnavali 4-faktorovym ANOVA testem
(Prenatalni expozice x Postnatalni expozice x Aplikace v dospélosti x Pohlavi).

Pro mnohonasobné porovnani jsme pouzili Bonferonni post-hoc test.

Staticka analyza dat hladiny oxytocinu u juvenilnich samic, ktera nasledovala ihned
po testu Socidlni hra, zahrnovala 3-faktorovy test ANOVA (Prenatalni expozice x Postnatdlni

expozice x Aplikace v dospélosti) a Fisher post-hoc test pro mnohonasobné porovnavani.

V obou testech OF a EPM jsme ziskana data hodnotili podobné, tj. 3-faktorovym
ANOVA testem (Prenatdlni expozice x Postnatdlni expozice x Aplikace v dospélosti) a dale

jsme pouZili Bonferonni post-hoc test pro mnohonasobné porovnavani.

V testu MWM — Uceni jsme pouZili na statickou analyzu 3-faktorovy ANOVA test
(Prenatalni expozice x Postnatdlni expozice x Aplikace v dospélosti) s vicetroviiovym
opakovanym meéfenim (Dny x Pokusy). Druhou fazi testu ,,Probe* jsme opét vyhodnocovali
3-faktorovym ANOVA testem (Prenatdlni expozice x Postnatdlni expozice x Aplikace
v dospélosti). A pro vyhodnoceni posledni faze testu, tj. Paméti jsme pouzili 3-faktorovy
ANOVA test (Prenatalni expozice x Postnatdlni expozice x Aplikace v dospélosti)
s vicetroviiovym opakovanym méfenim (Pokusy). Pro mnohonédsobné porovnani jsme pouzili

op¢t Bonferonni post-hoc test.
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5. Vysledky
5.1. Materské chovani

5.1.1. Vliv expozice MA/stresu v prubéhu gestace

Vliv podanych latek v pribehu gestace byl po statické analyze patrny u parametru
¢isténi mlad’at [F2,88=4,02; p<0,05], kdy matky ovlivnéné MA aplikaci Cistily svd mlad’ata
vyznamné¢ méné nez kontrolni matky C (p<0,05). Potkani matky s aplikaci MA v pribéhu
biezosti potiebovaly také delsi dobu pro pienos vSech mlad’at zpét do hnizda v ,,Retrieval*
testu ve srovnani s matkami s aplikaci SA [Fpg1=4,01; p<0,05]. V jinych parametrech

se vyznamné rozdily mezi prenatalnimi skupinami neukazaly.

5.1.2. Vliv expozice stresu v prubéhu obdobi laktace

Statistickd analyza ukazala rozdily v pasivnim typu kojeni [F(3:32=19,28; p<0,01]
u skupin matek ovlivnénych v pribéhu obdobi laktace riiznymi stresory. VSechny stresované
skupiny matek S (p<0,01), SW (p<0,01) a W (p<0,01) vénovaly kojeni v pasivhim postoji
daleko vice casu nez matky nestresované N. Rozdily v aktivnim typu kojeni
se mezi skupinami neprokdzaly. Vsechny skupiny matek kojily s postupujicim obdobim
laktace v obou aktivnich pozicich méné, zatimco pasivni kojeni se s postupujici sledovanou

periodou prodluzovalo, a to bez ohledu na sledované perinatalni faktory.

Stres v pribéhu obdobi laktace ovlivnil také kontakt matek s mladaty
[F3.80=7,46; p<0,05]. Stresovan¢ matky S (p<0,05), SW (p<0,05) a W (p<0,05) byly se svymi
mlad’aty oproti nestresovanym kontroldam N vice v kontaktu. Zadny vyznamny rozdil
se v ostatnich matefskych aktivitach (pfitomnost matky v hnizd¢, ¢ist€ni mlad’at, manipulace
s hnizdem) neukézal. Matky mlad’ata v pozorovany €as témét nenosily, statistickd analyza
tohoto parametru tak nesla provést. S postupujicim obdobim laktace travily vSechny skupiny

matek méné Casu v hnizd¢€ a v kontaktu s mlad’aty.

Co se tyce ,,nematetskych aktivit, které nejsou spojeny s roli matky, pak nestresované
matky N odpocivaly se zavienyma o¢ima [F3,82)=13,40; p<0,001] vyznamné mén¢ nez matky
vystavené stresu v obdobi laktace. Tento efekt byl dle analyzy dat prokdzdn pouze
mezi kontrolnimi matkami C, kterym nebyla v pribéhu gestace aplikovana zadna substance.

Rozdil (p<0,05) vysel u vSech stresovanych skupin S, SW a W v porovnéni s nestresovanou
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skupinou N. Dalsi rozdil u ,,nematetskych aktivit“ (¢isténi sama sebe, jedeni, piti, stavéni

se na zadni nohy a Cichani) se neukéazal (Tab.2.). S postupujicim obdobim laktace vSechny

skupiny matek vice jedly, pily a spaly. Parametr ¢iSténi sama sebe kolisal béhem obdobi

laktace a byl nejvyssi v prvni poloving této periody.

MA

Aktivni kojeni s obloukem
Aktivni kojeni bez oblouku
Pasivni kojeni

V hnizdé

V kontaktu

Myti mladat

Noseni mladat
Manipulace s hnizdem

Myti sama sebe
Jedeni

Piti

Odpocdivani
»Rearing”
Cichani
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Tab.2. Materského chovani. C — kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin.

S — matefskd separace, W — plavani matek ve studené¢ vodé, SW — mateiskd separace

a plavani matek ve studené vod&. Vysledky jsou prezentovany jako rozdil v dané skupiné

ku své postnatdlni kontrole N. 1 - cetnost tohoto chovani se oproti kontrolni skupiné

N vyznamné zvysila. NA — Cetnost byla tak nizkd, Ze neSlo provést statistickou analyzu

(,,not aplicable®).
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Postnatalni stres dale ovlivnil ,,Retrieval® test v parametru navraceni vSech mlad’at
do hnizda [F3,381)=13,04; p<0,001]. Tento efekt byl prokdzan pouze u matek bez jakékoliv
aplikace v prabéhu gestace (C). Kontrolni C-matky stresované v obdobi laktace riznymi typy
stresoru, tj. S (p<0,001), SW (p<0,001) a W (p<0,05), pienesly sva mlad’ata do hnizda
rychleji nez C-matky z nestresované skupiny N. U matek ovlivnénych MA ¢i SA v prabéhu
gestace se tento efekt neprokézal (Obr.13.).

500 A

400 1 _I_ = sA

| qulm il

Postnatalni stres

300 A

200 A

"Retrieval” test (s)
>
o
L

o

Obr.13. Navraceni vSech mlad’at do hnizda vramci ,Retrieval® testu.
Vysledky jsou prezentovany jako primér £ stfedni chyba priméru (SEM). C — prenatalni
kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin. N — postnatdlni nestresovana
kontrola, S — matefska separace, W — plavani matek ve studené vod¢, SW — mateiska separace
a plavani matek ve studené vodée. # p<0,05, ### p<0,001 vyznamny rozdil mezi danymi

skupinami a jejich postnatalni kontrolou (N).
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5.2. Vyvoj mlad’at
5.2.1. Parametry mlad’at

5.2.1.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Statisticka analyza ukdzala vyznamny rozdil v parametru porodni hmotnosti mlad’at
[F2,352=53,69; p<0,001], kdy prenatdln¢ ovlivnénd mlad’ata (MA/SA) vazila vyrazné¢ méné
nez kontroly (C), a to bez ohledu na pohlavi. Dle Bonferonni post-hoc testu vazila nejméné
mlad’ata ve skupiné prenatalné ovlivnénych MA (p<0,001), u skupiny SA to bylo (p<0,05)
oproti skupin¢ kontrol. Mlad’ata prenatalné ovlivnéna MA (p<0,001) vazila také daleko méné
nez mlad’ata s prenatdlni expozici SA (Obr.14.). Aplikace latek v pribéhu gestace matek

neovlivnily ani sledovanou délku gestace potkanich matek, ani pocet narozenych mlad’at.

5.2.1.2. Vliv postnatalni expozice stresu

V ramci hmotnostniho pfirdstku vySel vyznamny rozdil u skupin postnatalné
ovlivnénych stresem [F(3380=22,41; p<0,001]. Bonferonni post-hoc test ukazal, ze skupina
mlad’at vystavena matetské separaci (S) méla nejvétsi hmotnostni ptirGstek, vyznamny oproti
vSem ostatnim skupindm, tj. N (p<0,05), SW (p<0,001) a W (p<0,01). Také hmotnostni
ptiristek skupiny W byl dostate¢ny na to, aby ukazal signifikantni rozdil oproti skupiné¢ SW

v v

5.2.1.3. Vliv pohlavi

Statistickd analyza také neodhalila Zddny vyznamny rozdil v po¢tu narozenych samic

a samcil ve vrhu, zastoupeni obou pohlavi ve vrhu bylo tedy podobné.
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Obr.14. Porodni hmotnost (A) a hmotnostni priristek (B) mlad’at za obdobi laktace.
Vysledky jsou prezentovany jako primér £ SEM. C — prenatalni kontrola, SA — fyziologicky
roztok, MA — metamfetamin. N — postnatalni nestresovanad kontrola, S — matefska separace,
W — plavani matek ve studené vod€, SW — matefskd separace a plavani matek ve studené
vodé. * p<0,05, *** p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji kontrolou (C).

## p<0,01, ### p<0,001 vyznamny rozdil mezi skupinami propojenymi ¢arou.

5.2.2. Baterie testli hodnotici senzorimotoricky vyvoj mlad’at

5.2.2.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Statisticka analyza odhalila rozdily v parametru Vzpiimovaci reflex na podlozce
vPD 1 [F45=24,10; p<0,001] a vPD 2 [F(445=10,47; p<0,001]. V PDI1, mladata
vystavena MA in utero byla vyrazné¢ pomalej$i ve vzpfimovacim reflexu nez prenatalni
kontrola C (p<0,05 ve skupinadch N, S, SW a p<0,01 ve skupiné¢ SW). Vyznamny rozdil byl
také patrny u prenataln¢ ovlivnénych skupin SA oproti kontroldam C (p<0,05 ve skupiné¢ W
a p<0,01 ve skupin¢ S) (Obr.15.A). V PD 2 ptetrvaval rozdil mezi prenatalni skupinou MA
a kontrolami C ve skupiné SW (p<0,01) a N (p<0,05). Ve skupiné¢ N byl také patrny rozdil
mezi prenatdlni skupinou MA a SA (p<0,05) (Obr.15.B). VSechna zvifata bez rozdilu
se dale s opakovanymi pokusy zlepSovala a zkracovala dobu latence pro vzptimovaci reflex.
Také v parametru Negativni geotaxe [F(2356=8,41; p<0,001] v PD 9 byl naméfen rozdil
mezi prenatadlnimi skupinami. Skupina samic s prenatalnim MA byla pomalejsi ve splnéni
tohoto tikonu oproti samicim ze skupiny s prenatalnim SA (p<0,001) nebo kontrol C (p<0,05)
(Obr.15.C). Mlad’ata vystavena MA (p<0,05) a SA (p<0,01) in utero vydrzela také kratsi

63



dobu na Rotarodu [F(2,401y=5,08; p<0,01] v PD 23 v porovnani s kontrolami C, a to bez ohledu
na postnatadlni expozici ¢i pohlavi (Obr.15.E). VSechna zvifata bez rozdilu se dale
s opakovanymi pokusy zlepSovala. Analyza dat parametrit Vzptimovaci reflex ve vzduchu
v PD 17 a Hrazdicka neodhalila Zadné vyznamné rozdily mezi sledovanymi skupinami

mladat.

5.2.2.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Analyza dat ukazala signifikantni rozdily mezi postnataln¢ ovlivnénymi zvitaty pouze
v testu Hrazdicka [Fis394=3,74; p<0,01], ktery se konal v PD 23. U nestresovanych mlad’at
ze skupiny N byl v prvnim pokusu tohoto testu naméten rozdil oproti ostatnim postnatalné
ovlivnénym skupindm S, SW a W. Konkrétn¢ to byla nestresovana (N) skupina prenatilné
ovlivnénych MA mlad’at, kterd vydrzela krat$i dobu na hrazdicce nez prenatdlné ovlivnéné
skupiny MA v kombinaci s postnatalnim stresem S (p<0,05), SW (p<0,01) a W (p<0,01)
(Obr.15.D). U vzptimovaciho reflexu na podlozce v PD 2 [F(2425=10,47; p<0,001] byl
vyznamny rozdil u skupiny ovlivnéné prenatdlné¢ SA a postnatalné fyzikalnim stresorem W

ve srovnani s postnatalni skupinou N (p<0,05) a SW (p<0,05) (Obr.15.B).

5.2.2.3. Vliv pohlavi

Statistickd analyza ve sledovanych parametrech neodhalila vyznamné rozdily

mezi samci a samicemi.

64



PD B PD 2

0 “ 1 0
¢ 50- — 3 301 # #
N * N [ * % dc
= * % —_— x
T 401 o . * H 'I' = sa
e * o Hl VA
© © 204
c 30 c
x x
o 2
e 20 s
- .: 10
s o
- o
S 10 s
] o
£ £
Z 0 T T T T Z 0 T T T T
by N s sw w S N s sw w
> >
Postnatalni stres Postnatalni stres
c #H# )
151 f 130 1
- T Cc c
J
= = sa 120 4 # # o m3sa
% 10- B mA 0 B A
o = 1101
o =4
= I i
> . ©
= 8 = 100+
> 50T
]
0 T T 0 T T T T
Samci Samice N s swW w
Pohlavi Postnatalni stres
E
60
c
I = sa
740 ok - MA
= T
°
° 1L
2
it
o 50
2 20
0 T T
c SA MA

Prenatalni aplikace

Obr.15. Baterie testii hodnotici senzorimotoricky vyvoj mlad’at. A) Vzptimovaci reflex
na podlozce PD 1, B) Vzpfimovaci reflex na podlozce PD2, C) Negativni geotaxe,
D) Hrazdicka, E) Rotarod. Vysledky jsou prezentovany jako primér + SEM. C — prenatalni
kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin. N — postnatdlni nestresovana
kontrola, S — matefska separace, W — plavani matek ve studené vod¢, SW — mateiské separace
a plavani matek ve studené vode¢. * p<0,05, ** p<0,01 vyznamny rozdil mezi danou skupinou
a jeji prenatdlni kontrolou (C). # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 vyznamny rozdil
mezi skupinami oznacenymi cCarou, v piipadé testu Hrazdicka je to vyznamny rozdil

mezi skupinami MA a jejich postnatalni kontrolou (N).
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5.3. Socialni hra

5.3.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Statistickd analyza neodhalila vyznamné rozdily souvisejici s prenatalni expozici MA

¢i aplikaci SA jako prenatalniho stresu.

5.3.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Podobné jako u prenatdlni expozice, ani postnatalni vystaveni stresu nevyvolalo

vyznamny rozdil mezi sledovanymi skupinami.

5.3.3. Vliv akutni aplikace MA

Statistickd analyza ukézala signifikantni rozdily mezi akutni aplikaci drogy
a fyziologického roztoku u vSech sledovanych parametrii. Konkrétnéji, v parametru
»pouncing® [F(1,381)=5,07; p<0,05] vyvolala akutni aplikace MA snizeni vyskytu (p<0,01)
daného chovéani (tj. itok z vrchu na zatylek druhého zvitete) u samic v porovnani s kontrolami
s akutni SA aplikaci (Obr.16.A). Pii pokracovani socialni hry a prokazovani dominance zvitat
muZe nastat situace, kdy jedno zvife lezi na zddech a druhé stoji nad nim. Akutni droga snizila
toto chovani, tj.,pinning*“ [Fa3sn=117,1; p<0,001], témét k nule (p<0,001) bez ohledu
na jiné faktory (Obr.16.B). V parametru ,,boxing® [F(1, 381)=13,36; p<0,001] sniZila akutné
podand droga vyskyt daného chovani u samic laboratorniho potkana na nulu (p<0,001)
(Obr.16.C). Jednordzové podany MA pied testem také utlumil exploraci druhého zvitete
[Fa,381=337,1; p<0,001] (p<0,001) v porovnani s kontrolami a bez ohledu na jiné faktory
(Obr.16.D).

5.3.4. Vliv pohlavi

Dle statistické analyzy dat byl vliv pohlavi vyznamny ve vSech parametrech testu
Socialni hra. Samice byly oproti samcim aktivngj$i v parametru ,,pouncing® [F(1,381)=156,0;
p<0,001], a to jak ve skupiné s akutni aplikaci SA (p<0,001), tak ve skupiné¢ s akutni aplikaci
MA (p<0,001) (Obr.16.A). Stejné¢ tak 1 v parametru ,,pinning*“ [F381)=7,31; p<0,01]
ve skuping s akutni aplikaci SA (p<0,001) se samice chovali aktivnéji nez samci (Obr.16.B).

V parametru ,,boxing® [F(1,381)=9,57; p<0,01] to bylo u skupiny s akutni aplikaci SA obdobné
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(p<0,001) (Obr.16.C). Analyza jiného sledovaného chovani souvisejici se socidlni interakci,

tedy exploraci druhého zvitete, neukazala vyznamné rozdily mezi pohlavim (Obr.16.D).
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Obr.16. Socialni hra. A) ,,Pouncing“, B) ,,Pinning“, C) ,,Boxing®, D) Explorace. Vysledky

jsou prezentovany jako primér =+ SEM. M — samci, F — samice. Akutni SA — jednorazové

podani fyziologického roztoku 45 min pfed testem. Akutni MA — jednordzové podani

metamfetaminu 45 min pred testem. ** p<0,01, *** p<0,001 vyznamny rozdil mezi skupinou

s akutnim MA a jeji kontrolou (akutni SA). ### p<0,001 vyznamny rozdil mezi skupinami

v ramci pohlavi.
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5.4. Stanoveni hladiny oxytocinu

5.4.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Statistickd analyza ukazala vyznamné zvySeni hladiny oxytocinu u skupin prenatalné
vystavenych MA ve srovnéni s intaktni kontrolou C v ramci akutni SA aplikace. Ve skupiné
postnataln¢ nestresovanych kontrol N [F(2,65=1,97; p<0,05] byl dany rozdil (p<0,05). V ramci
postnatalnich kontrol N s akutni MA aplikaci byla odpovéd’ oxytocinu zvysena (p<0,05) také
u skupiny samic prenataln¢ exponovanych MA v porovnani s prenatdln¢ ovlivnénymi SA
samicemi (Obr.17.A). Ve skupiné SW, u prenatalnich SA samic [Fe0=1,73; p<0,05]
po akutni SA aplikaci byla naméfena vyznamné vyssi hladina oxytocinu (p<0,05) v porovnani
s prenatadlni kontrolou C. Podobny efekt (p<0,01) ve skupiné SW jsme pozorovali
i u prenatalné ovlivnénych MA zvitat (Obr.17.D).

5.4.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Vliv postnatalni expozice stresu se prokéazal u skupin s prenatalnim aplikaci MA a C
v kombinaci s akutni aplikaci MA 1 SA. Konkrétnéji, postnatalni stres typu W (p<0,001)
a SW (p<0,001) vyznamné snizil hladinu oxytocinu u skupiny prenatalnich kontrol C s akutni
aplikaci SA oproti nestresovanym kontroldam N (Obr.18.A). Tento efekt byl také pozorovan
vuci skupin€ ovlivnéné matetskou separaci S (p<0,01), kde se hladina oxytocinu nelisila
od hladiny u nestresovanych kontrol N. Vyznamn¢ sniZzend hladina oxytocinu byla namétena
také u vSech postnatalné stresovanych skupin, tj. S (p<0,05), W (p<0,05) a SW (p<0,01),
ve skuping¢ prenatélnich kontrol (C) po akutni aplikaci MA (Obr.18.B). Podobné také u skupin
prenatalné vystavenych MA byla hladina oxytocinu sniZena u vSech postnatalné stresovanych
skupin. Po akutni aplikaci SA byl rozdil mezi skupinou N a postnatdlnimi skupinami
nasledujici: S (p<0,05), SW (p<0,05) a W (p<0,01) (Obr.18.E). Po akutni aplikaci MA
to bylo: S (p<0,05), SW (p<0,01) a W (p<0,05) (Obr.18.F). U juvenilnich samic prenatalné
ovlivnénych stresem (SA) se vyznamné rozdily mezi postnataln€é ovlivnénymi skupinami,

bez ohledu na akutni aplikaci, neukazaly (Obr.18.C, D).
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5.4.3. Vliv akutni aplikace MA

Akutni aplikace MA 1 h pied odbérem signifikantné zvysila hladinu plazmatického
oxytocinu pouze u prenatalni skupiny C. Tento efekt byl pozorovan riznou mérou u vsech
postnatalné ovlivnénych skupin ve srovnani s akutni SA kontrolou. U skupiny N [F(2,65=1,97;
p<0,05] to bylo s rozdilem (p<0,01), u skupiny S [F(2,62=1,39; p<0,05] s rozdilem (p<0,01),
u skupiny W [F(2,63=5,83; p<0,05] s rozdilem (p<0,01) a u skupiny SW [F(2,60=1,73; p<0,05]
to bylo s rozdilem (p<0,05) (Obr.17.).
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Obr.17. Vliv prenatilni expozice MA/stresu a akutni aplikace MA na hladinu
plazmatického oxytocinu. A) nestresované kontroly N, B) skupina se socialnim stresem S,
C) skupina s fyzikalnim stresem W, D) kombinace stresort SW. Vysledky jsou prezentovany
jako primér + SEM. C — prenatalni kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin.
N — postnatalni nestresovana kontrola, S — matetska separace, W — plavani matek ve studené
vodé, SW — matetskd separace a plavani matek ve studené vodé. Akutni SA — jednorazové
podani fyziologického roztoku. Akutni MA — jednordzové podani metamfetaminu. * p<0,05,
** p<0,01 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji kontrolou (akutni SA). # p<0,05,

## p<0,01vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji prenatalni kontrolou (C).
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Obr.18. Vliv postnatilniho stresu na hladinu plazmatického oxytocinu. A) prenatalni
kontroly C po akutni aplikaci SA, B) prenatalni kontroly C po akutni aplikact MA, C)
prenatalné ovlivnéna skupina SA po akutni aplikaci SA, D) prenatalné ovlivnéna skupina SA
po akutni aplikace MA, E) prenatdlné ovlivnéna skupina MA po akutni aplikaci SA,
F) prenataln¢ ovlivnéna skupina MA po akutni aplikaci MA. Vysledky jsou prezentovany
jako primér + SEM. C — prenatalni kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin.

N — postnatalni nestresovana kontrola, S — matefska separace, W — plavani matek ve studené
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vodé, SW — mateiska separace a plavani matek ve studené vodé¢. Akutni SA — jednorazové
podani fyziologického roztoku 45 min pied testem. Akutni MA - jednordzové podani
metamfetaminu 45 min pred testem. * p<0,05, ** p<0,01 vyznamny rozdil mezi danou

skupinou a jeji kontrolou (N) ¢i mezi skupinami propojenymi ¢arou.

5.5. Otevrena aréna

5.5.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Statistickd analyza ukazala, Ze prenatdlni expozice drogy ¢i stresu nema vliv
na Uzkostné chovani hodnocené v testu OF. Statistickd analyza ukdzala pouze vyznamnou
interakci mezi prenatalni a postnatalni expozici [Fie,188=2,78; p<0,05] u parametru ¢ichani.
U prenatalné ovlivnénych zvitat MA byl naméfen delsi celkovy ¢as straveny ocichavanim
arény (p<0,01) v porovnani s prenatalni kontrolou C. Tento efekt byl naméten pouze v rdmci
postnatalné nestresované skupiny N (Obr.20.B). U postnatalné stresovanych skupin nebyl

tento efekt patrny.

5.5.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Casné postnatalni stres ovlivnil vét§inu sledovanych parametri. V parametru ,.éas
straveny v centralnim kruhu® zvysil postnatalni stres [F(3,192)=57,23; p<0,001] dobu stravenou
uprostied oteviené arény v porovnani s nestresovanou kontrolou N (a akutni SA v dospélosti).
Co se tyce riiznych typt Casné postnatdlniho stresoru, pak nejvétsi rozdil byl naméten
u skupiny S ovlivnéné matefskou separaci (p<0,001), dale u SW (p<0,05) a W (p<0,05)
(Obr.19.A). Vyznamné rozdily se projevily také v interakci postnatalniho stresu s akutni
drogou. Postnatalné stresované skupiny ovlivnéné akutné podanym MA vyznamné
prodlouzily své plisobeni v centrdlnim kruhu [F(3,192=57,23; p<0,001] oproti nestresované
kontrole N s akutné podanym MA, tedy S (p<0,001), SW (p<0,01) a W (p<0,01) (Obr.19.A).
Na druhou stranu, u vSech zvitat ovlivnénych ¢asné postnatalnim stresem (bez ohledu na typ
stresoru) se v porovnani s N skupinou snizila doba stravena v rozich arény [F(3,192=39,55;

p<0,0011, tj. S (p<0,001), SW (p<0,001) a W (p<0,001) (Obr.19.B).

Postnatélni stress [F(3,192=13,39; p<0,001] zaroven vyznamn¢ zkratil dobu immobility,
a to bez ohledu na typ stresoru, tj. S (p<0,001), SW (p<0,001) a W (p<0,001) v porovnani

s N kontrolou (Obr.19.C). Vliv matefské separace byl patrny také v péci o sebe sama
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[F(3,192=4,59; p<0,05], kdy jedind skupina S (p<0,05) zvysila tuto Cinnost v porovnani
s N skupinou (Obr.19.D). U parametru lokomoce [F(3,192=39,15; p<0,001] pak postnatalni
stres vyznamné snizil vliv akutntho MA u vSech postnatalné ovlivnénych skupin,

tj. S (p<0,001), SW (p<0,001) a W (p<0,001) v porovnani s N kontrolou (Obr.19.E).

Postnatalni stres [F(3,192=42,25; p<0,001] vyznamn¢ zvysil ¢as straveny o¢ichdvanim
u vSech postnatalné ovlivnénych skupin (p<0,001) v porovnani s nestresovanymi kontrolami

(Obr.20.B).

5.5.3. Vliv akutni aplikace MA

Stejné jako Casné postnatélni stres, 1 akutni MA, ktery byl podany 45 min pted testem,
ovlivnil vétSinu sledovanych parametrii. Konkrétnéji, akutni podani MA [F(1,192=50,91;
p<0,001] prodlouzilo dobu stravenou v centralnim kruhu u sledovanych skupin v porovnani
s SA kontrolami, N (p<0,05) a SW (p<0,05), a W (p<0,01). U postnatalni skupiny S ale nebyl
nalezen zadny vyznamny rozdil v tomto parametru (Obr.19.A). U dal$iho parametru, tj. “Cas
straveny v rozich arény”, snizila akutni aplikace MA [F(1,192=232,70; p<0,001] ¢as straveny
vrozich arény s ohledem na typ postnatdlniho ovlivnéni, N (p<0,001), SW (p<0,001)
a W (p<0,001). U postnatalni skupiny S opét nebyl nalezen zadny vyznamny rozdil
(Obr.19.B).

Akutné podany MA v dospélosti dale vyrazné sniZil Cas straveny v nehybné pozici
(imobilit€) [F(1,192=93,54; p<0,001], a to u vSech sledovanych skupin, tj. N (p<0,001),
S (p<0,05), SW (p<0,05) a W (p<0,01) (Obr.19.C). Na druhou stranu péce sama o sebe byla
po podani jednordzového MA také sniZena [F(1,192=48,41; p<0,001] s ohledem na dané
skupiny, tj. N (p<0,05) a SW (p<0,05), S (p<0,01) a W (p<0,01) (Obr.19.D). VSe v porovnani
s kontrolami, kterym byl aplikovan jednorazovy (akutni) SA 45 min pred testem.

Vyznamné rozdily pro skupiny ovlivnéné jednorazové podanym MA v dospélosti byly
naméieny také v parametru lokomoce [F(1,192=255; p<0,001]. Potkani v postnatalnich
skupinach s akutni drogou, tj. N (p<0,001), S (p<0,001) a SW (p<0,001), ptesli vice Car
nez zvifata ve skupindch s akutnim SA (Obr.19.E).

Akutné¢ podany MA v dospélosti zvysil Cas straveny ocichavanim [F(1,194=49,40;
p<0,001] u prenatalnich kontrol (p<0,01) a skupiny s prenatalnim MA (p<0,001) v porovnani
s jejich kontrolami. Zaroven akutni MA zvysil celkovy Cas ¢ichani [F(1,192=49,41; p<0,001]
1 u postnataln€ ovlivnénych skupin, tj. S (p<0,001) a W (p<0,001) (Obr.20.A). U nestresované
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skupiny N a u skupiny s obéma typy stresoru SW nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil mezi
skupinami s riznou akutni aplikaci.

Vliv akutniho MA se projevil také v parametru ,,rearing”, tedy stdni na zadnich dvou
koncetinach [F(1,194=60,44; p<0,001], kde oproti kontrolam s akutnim SA vSechny prenatalni
skupiny zvysily tuto aktivitu nasledovné, tj. C (p<0,001), SA (p<0,001) a MA (p<0,05).

Tento efekt se projevil pouze v ramci postnataln€ nestresovanych zvirat N (Obr.20.C).
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Obr.19. Vliv postnatilniho stresu a akutni aplikace MA v dospélosti na uzkostné
chovani laboratorniho potkana v OF. A) cCas straveny v centru kruhu, B) Cas straveny
v rozich arény, C) imobilita — Cas straveny v imobilité, D) Cas straveny péci sama o sebe
a E) lokomoce. Vysledky jsou prezentovany jako primér + SEM. N — nestresovana kontrola,
S — matetska separace, W — plavani matek ve studené vodé¢, SW — matetska separace
a plavani matek ve studené vodé¢. Akutni SA — jednordazové podani fyziologického roztoku
45 min pted testem. Akutni MA — jednordzové podani metamfetaminu 45 min pfed testem.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji kontrolou
(akutni SA). # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji

postnatalni kontrolou (N).
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a ,rearing® v OF. A) cichani (Postnatalni expozice x Akutni aplikace), B) cichani
(Postnatalni expozice x Prenatdlni expozice) a C) ,rearing”. Vysledky jsou prezentovany
jako primér = SEM. C — prenatélni kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin.
N — postnatalni nestresovana kontrola, S — matetska separace, W — plavani matek ve studené
vodé, SW — matefska separace a plavani matek ve studené vode€. Akutni SA — jednorazové
podani fyziologického roztoku 45 min pfed testem. Akutni MA — jednordzové podani
metamfetaminu 45 min pred testem. * p<0,05, ** p<0,01 vyznamny rozdil mezi danou
skupinou a jeji kontrolou (akutni SA u grafu A a C, prenatalni kontrola u grafu B). # p<0,05,
## p<0,01, ## p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji postnatalni kontrolou N.
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5.6. VyvySené krizové bludisté

5.6.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Statistickd analyza neodhalila vyznamny rozdil mezi skupinami s odliSnou prenatalni

expozici (MA, SA, C).

5.6.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Postnatalni stres [F(3,197=10,81; p<0,001] vyznamné¢ zkratil ¢as straveny v uzavienych
ramenech. Ve srovnani s nestresovanou kontrolou N to ukazal Bonferonni post-hoc test,
konkrétné u skupiny S to bylo (p<0,001), u SW (p<0,05) a u W (p<0,001) (Obr.21.A).
Analyza dat naméfenych v otevienych ramenech neukéazala zaddné vyznamné rozdily.
Postnatalni stres také signifikantn€ snizil ¢as strdveny na zadnich koncetinach (,,rearing®)
[F3,198=12,10; p<0,001], a to jak u skupin s akutnim podanim SA, tj. S (p<0,05) a SW
(p<0,05), tak u skupin s akutnim podanim MA, tj. S (p<0,05), SW (p<0,01) a W (p<0,01)
v porovnani vu¢i nestresovanym kontroldm N. Postnatalni stres [F(3,194=12,46; p<0,001]
také snizil tento parametr u prenatalné ovlivnénych skupin odlisné. Zmeéna nastala pouze
u skupin prenatdlnich kontrol C a skupin prenatdlné vystavenych MA a to v daném poftadi:
u S skupiny (oboji p<0,05), u SW skupiny (p<0,001 a p<0,05) a u W skupiny (p<0,01
a p<0,05) (Obr.21.C). Zajimave tedy je, Ze u skupin prenatalné vystavenych stresu (SA) nebyl

efekt postnatalniho stresu pozorovan.

5.6.3. Vliv akutni aplikace MA

Vyznamnd interakce se objevila mezi akutni aplikaci drogy a postnatalni expozici
stresu  [F(3,198=2,73; p<0,05] v hodnoceném parametru SAP. Jednordzové podany MA
pied testem snizil frekvenci SAP pouze v ramci skupiny nestresovanych kontrol N (p<0,05)
(oproti kontroldm s akutnim SA). U skupin ovlivnénych Casné postnatalnim stresem tento
efekt nebyl pozorovan (Obr.21.B). Postnatalni stres tedy utlumil efekt akutni drogy v tomto

parametru. U jinych parametri statistickd analyza neobjevila vyznamné rozdily.
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Obr.21. Vliv postnatalniho stresu a akutni aplikace MA na sledované parametry v EPM.
A) cas strdveny v uzavieném rameni, B) cas strdveny v pozici SAP a C) ,rearing®
(Postnatalni expozice x Prenatdlni expozice). Vysledky jsou prezentovany jako
primér + SEM. C — prenatalni kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin. N —
postnatalni nestresovana kontrola, S — matefska separace, W — plavani matek ve studené vode,
SW — matefska separace a plavani matek ve studené vod¢. Akutni SA — jednordzové podani
fyziologického roztoku 45 min pted testem. Akutni MA — jednordzové podani metamfetaminu
45 min pfed testem. * p<0,05 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji kontrolou (akutni
SA). # p<0,05, ##p<0,01, ### p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji

postnatalni kontrolou (N).
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5.7. Morrisovo vodni bludisté
5.7.1. Uceni

5.7.1.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Hlavni efekt byl pozorovan v parametru rychlosti plavani [F(2,189=4,12; p<0,05],
kdy prenatalné ovlivnéna skupina potkanii plavala vyznamné pomaleji (p<0,05) nez jejich
prenatalni kontroly (C) (Obr.23.A). Pfi rozlozeni na podskupiny se vyznamny rozdil
Jiz neukazal. Vyznamny rozdil se neukdzal ani v ostatnich sledovanych parametrech, tj. chyba
v hledéani, doba latence a celkova uplavana vzdalenost. Strategie plavani taktéz neukazala

zadny signifikantni rozdil mezi skupinami s riznym prenatalnim ovlivnénim.

5.7.1.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Statistickd analyza odhalila vyznamny rozdil mezi postnatalni skupinou ovlivnénou
matetskou separaci (S) a nestresovanou kontrolou (N). Rozdily byly patrné ve sledovanych
parametrech chyba v hledani [F3,182=3,89; p < 0,01] a doba latence [F(3,182=3,63; p<0,01]
(Obr.22.A,B). Dospéli samci laboratorniho potkana Casné postnatdlné ovlivnéni matefskou
separaci uplavali daleko delSi chybné uplavanou vzdélenost od ostrivku (p<0,05) s delsi
dobou nalezeni ostrivku (p<0,05) ve srovnani s nestresovanou kontrolou. Postnatalni stres
matefskou separaci vykazoval tento efekt jako jediny ze sledovanych stresort. Takto
ovlivnéni potkani (S) navic plavali s daleko vétsi chybou v hledani (p<0,001) 1 vii¢i potkaniim
postnatalné ovlivnénych fyzikalnim matefskym stresorem (W). Stejné tak oproti této skupiné
plavali daleko delsi dobu (p<0,01) nez nalezli ostrivek (Obr.22.A,B). Vyznamné huie
si vedla skupina ovlivnéna matetskou separaci (S) ve strategii plavani [F(3,184=4,76; p<0,01],
kdy potkani hledali ostrivek daleko Cast&ji (p<0,001) pomoci tigmotaxe neZ nestresované
kontroly (N) (Obr.22.E). Zarovein si vtomto parametru vedli daleko hife (p<0,001)
nez stresovani jedinci ze skupin W. Potkani stresovani kombinaci obou matefskych stresorti
SW vyhledavali ostritvek tigmotaxi daleko vice (p<0,01) nez potkani ze skupiny W. Naproti
tomu potkani ze skupiny S pouzivali strategii skenovani prostoru v blizkosti ostrivku
[F3,184=3,42; p<0,05] vyznamné¢ méné (p<0,05) nez jejich nestresované kontroly (N)
(Obr.22.F). Potkani ze skupiny W vyhledavali strategii skenovani daleko vice (p<0,001)

nez zminovana skupina potkanti ovlivnéna mateiskou separaci (S).
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5.7.1.3. Vliv akutni aplikace MA

Co se tyCe vlivu drogy podavané v dospélosti v pritbé¢hu testovani MWM, tj. kazdy
den po plavani dané¢ho subjektu v davce 1 mg/kg, statistickd analyza odhalila vyznamny
rozdil pouze ve skupiné postnatalné ovlivnénych matetskou separaci (S). Rozdily byly patrné
ve sledovanych parametrech chyba v hledani [F(1,184=3,76; p<0,05] a doba latence
[Fa,182=4,34; p<0,05] (Obr.22.A,B). Samci laboratorniho potkana z postnatalni skupiny
S s aplikaci MA v dospélosti v prib¢hu testovani plavali daleko nizs$i chybou v hledani
ostruvku (p<0,05) s kratSi dobou nalezeni samotného ostrivku (p<0,05) ve srovnani s jejich
kontrolou s aplikaci SA v dospélosti. Postnatalni stres matefskou separaci vykazoval tento
efekt jako jediny ze sledovanych stresori. Skupina s aplikaci MA v dospélosti
ovlivnénd postnatalnim stresem S také pouzivala daleko méné (p<0,001) tigmotaxi
[F,184=11,68; p<0,001] a daleko castéji (p<0,05) strategii skenovani [F(1,184=6,65; p<0,01]
prostoru v blizkosti ostritvku (Obr.22.E,F).

Vyznamny rozdil byl dale pozorovan ve strategii plavani pomoci tigmotaxe
[F1,186=11,68; p<0,001]. Prenataln¢ ovlivnéni potkani po podani MA v pribéhu testovani
v dospélosti (akutni MA) plavali pomoci tigmotaxe mén¢ (p<0,01) nezli skupina prenatalné
ovlivnénych MA bez podavané drogy v dospélosti (akutni SA) (Obr.23.B). V opacné strategii
plavani pomoci skenovani prostoru s ostrivkem [F(1,186=11,68; p<0,001] se vSak vyznamny
rozdil v této skupiné prenatalni-MA/akutni-MA (p=0,405) oproti své kontrole neukazal
(Obr.23.C).
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Obr.22. Vliv postnatilniho stresu a akutni aplikace MA na sledované parametry
ve MWM v prvni fazi U€eni. A) vzdalenost od ostrivku (chyba v hledani) (cm), B) doba
latence (cm), C) (celkova uplavand) vzdalenost (cm), D) rychlost (cm/s), E) tigmotaxe (%)
a F) skenovani (%). Vysledky jsou prezentovany jako primér + SEM. N — nestresovana
kontrola, S — matef'ska separace, W — plavani matek ve studené vod€, SW — matetské separace
a plavani matek ve studené vodé. Akutni SA —podéni fyziologického roztoku kazdy den
po plavani daného subjektu. Akutni MA —podani metamfetaminu kazdy den po plavani
daného subjektu. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou
(Srafovany sloupec) a jeji kontrolou (akutni SA, neSrafovany sloupec). # p<0,05, ## p<0,01,
### p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji postnatdlni kontrolou (N)
¢i provazanym sloupcem (pouze mezi skupinami s akutni SA nebo jen mezi skupinami

s akutni MA).

80



30

20 B vA

Rychlost (cm/s)

T
c SA MA

Prenatalni aplikace

B Cc
407 501
[ akutni SA
- _. 404 akutni MA
= 307 S
ﬁ ‘: 301
£ 204 >
o ° Lo
£ < T
> <
- 104 @ oA
0 0
c SA MA c SA MA
Prenatalni aplikace Prenatalni aplikace

Obr.23. Vliv prenatilni aplikace MA/stresu a akutni aplikace MA na sledované
parametry ve MWM v prvni fazi Uceni. A) rychlost (cm/s), B) tigmotaxe (%)
a C) skenovani (%). Vysledky jsou prezentovany jako primér = SEM. C — prenatalni
kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin. Akutni SA —podani fyziologického
roztoku kazdy den po plavani daného subjektu. Akutni MA —podani metamfetaminu kazdy
den po plavani daného subjektu. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vyznamny rozdil

mezi danou skupinou (Srafovany sloupec) a jeji kontrolou (akutni SA, nesrafovany sloupec).
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5.7.2. ,,Probe“ test

5.7.2.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Vliv prenatalni expozice SA/MA se ukdzal ve sledovaném parametru celkové
uplavané vzdalenosti [F3,178=3,46; p<0,05] a rychlosti [F3,178=3,17; p<0,05] bez vlivu
akutni aplikace drogy v dospélosti (Obr.24.A,B). Potkani ovlivnéni prenatalnim MA (p<0,01),
stejné jako prenatalnim SA (p<0,01), uplavali kratSi vzdalenost ve srovnani s prenatalni
kontrolou C. Podobn¢ ob¢ tyto skupiny, tj. prenatalni MA (p<0,05) a prenatalni SA (p<0,01),
plavaly pomalejsi rychlosti ve srovnani s jejich kontrolou (C). Tento efekt byl vsak patrny
pouze u postnatdlné¢ nestresovanych potkani ze skupiny N. V ostatnich postnatalng

stresovanych skupindch podobny rozdil mezi prenatalnimi skupinami nebyl pozorovan.

5.7.2.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Vyznamny rozdil mezi skupinami s riznym postnatidlnim stresorem byl pozorovan
v parametru vzdalenost [F(3,182=3,46; p<0,05], kde potkani ze skupiny W s akutni aplikaci
MA v dospélosti uplavali daleko delsi trat’ (p<0,05) ve srovnani s jejich nestresovanou
kontrolou N (s akutnim MA) (Obr.25.A). V tomto parametru celkové uplavené drahy
(vzdalenost) [F(3,178=3,46; p<0,05] se ve skupin¢ W dale ukdzal vyznamny rozdil ve skupiné
prenatalné ovlivnéné stresem (SA), kterd uplavala daleko del$i vzdéalenost (p<0,01)
ve srovnani se svoji nestresovanou kontrolou N (prenatidlni SA) (Obr.24.A). V parametru
rychlosti [F(3,178=3,17; p<0,05] plavani se ukazalo, Ze dand skupina prenatalni SA/postnatalni
W plavala vyrazné rychleji (p<0,01) nez jejich nestresované kontroly prenatalni

SA/postnatalni N (Obr.25.B).

V ramci strategie plavani byl postnatdlni vliv pozorovan u postnatalnich skupin
S a SW s akutni aplikaci SA v dospélosti. Postnatalni skupiny S (p<0,001) a SW (p<0,01)
volily tigmotaxi [F(3,182=7,75; p<0,001] pro strategii k nalezeni mista ostrivku daleko Castéji
ve srovnani s jejich nestresovanou kontrolou N (Obr.25.C). Zaroven ob¢ tyto skupiny,
tj. S (p<0,001) a SW (p<0,001), pouzivaly tigmotaxi Castéji nez postnatalni skupina W.
Podobné pak skupina S volila strategii skenovani [F(3,182=5,38; p<0,05] v blizkosti mista
ostrivku vyznamné méné (p<0,05) nez nestresované kontroly N (Obr.25.D). Naopak
postnatalni skupina W pouzivala skenovani vyrazné €astéji (p<0,001) neZ postnatalni skupina

S.
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5.7.2.3. Vliv akutni aplikace MA

Akutni aplikace MA v dospélosti, tj. kazdy den po plavani dané¢ho jedince v MWM
davkou 1 mg/kg, vyvolala vyznamny rozdil v parametru sledované strategie tigmotaxe
[F,184=6,77; p=0,01], a to ve skupiné¢ prenatdln¢ exponovanych MA (Obr.24.C).
Tato skupina, tj. prenatalni MA/akutni MA v dospélosti, vyuzivala tuto strategii pro nalezeni
mista ostrivku daleko méné (p<0,01) nez skupina s prenatalnim MA/akutni SA v dospélosti.
Ve strategii skenovani se podobny efekt neukazal. Vliv akutniho podani drogy v dospélosti
se ukazal vyznamny i ve skupiné potkanli postnatidln¢ vystavenych matefské separaci
S (p<0,05)a SW (p<0,01), kde akutni aplikace MA v dospélosti snizila strategii plavani
pomoci tigmotaxe [F(1,182=7,75; p<0,05] (Obr.25.C). U postnatalni skupiny SW (p<0,05)
pak akutni MA v dospélosti naopak vyrazné zvySila hledani ostrivku pomoci strategie

skenovani [F(1,182=6,12; p<0,05] (Obr.25.D).
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Obr.24. Vliv prenatalni aplikace MA/stresu, postnatalniho stresu a akutni aplikace MA
na sledované parametry ve MWM v druhé fazi ,,Probe“ testu. A) vzdalenost (cm), B)
rychlost (cm/s), C) tigmotaxe (%) a D) skenovani (%). Vysledky jsou prezentovany
jako pramér = SEM. C — prenatélni kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin.
N — postnatalné nestresovana kontrola, S — matef'ska separace, W — plavani matek ve studené
vodé, SW — matetskd separace a plavani matek ve studené vodé. Akutni SA — podani
fyziologického roztoku kazdy den po plavani daného subjektu. Akutni MA — podani
metamfetaminu kazdy den po plavani daného subjektu. * p<0,05, ** p<0,01 vyznamny rozdil
mezi danou skupinou (Srafovany sloupec) a jeji kontrolou (akutni SA, neSrafovany sloupec).
# p<0,05, ## p<0,01vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji postnatalni kontrolou (N)
¢i provazanym sloupcem (pouze mezi skupinami s akutni SA nebo jen mezi skupinami

s akutni MA).
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Obr.25. Vliv postnatialniho stresu a akutni aplikace MA na sledované parametry
ve MWM v druhé fazi ,,Probe* testu. A) vzdalenost (cm), B) rychlost (cm/s), C) tigmotaxe
(%) a D) skenovani (%). Vysledky jsou prezentovéany jako primér + SEM. N — nestresovana
kontrola, S — matefska separace, W — plavani matek ve studené vod¢, SW — mateiska separace
a plavani matek ve studené vodé. Akutni SA — podani fyziologického roztoku kazdy den
po plavani dan¢ho subjektu. Akutni MA — podani metamfetaminu kazdy den po plavani
daného subjektu. * p<0,05, ** p<0,01 vyznamny rozdil mezi danou skupinou (Srafovany
sloupec) a jeji kontrolou (akutni SA, neSrafovany sloupec). # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001
vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji postnatalni kontrolou (N) ¢i provdzanym

sloupcem (pouze mezi skupinami s akutni SA nebo jen mezi skupinami s akutni MA).
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5.7.3. Test Paméti

5.7.3.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Vliv prenatalni expozice MA/SA nebyl v testu Paméti patrny, tj. Zadny vyznamny
rozdil se oproti prenatalni kontrole C neukédzal. Rlzné prenatalni skupiny byly ovlivnény

az aplikaci MA v dospélosti (viz sekce 5.7.3.3. nize).

5.7.3.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Vliv Casné postnatalniho stresu se projevil ve strategii plavani pro nalezeni ostrtivku.
Postnatalné ovlivnéna skupina S plavala pomoci tigmotaxe [F(3,184=8,98; p<0,001] vyznamné
vice (p<0,05) nez nestresovana kontrola N. Dany efekt se projevil pouze u skupin s akutni
aplikaci SA v dospélosti. Postnatalni skupina S (s akutnim SA) dale plavala pomoci tigmotaxe
také vyrazné Castéji (p<0,001) nez postnatalni skupina W (s akutnim SA). Podobné i skupina
S (s akutnim SA) hledala ostritvek pomoci strategie skenovani [F(3,184=1,21; p=0,31] daleko
mén¢ (p<0,05) nez skupina W (s akutnim SA).

5.7.3.3. Vliv akutni aplikace MA

Akutni aplikace MA v dosp€losti vyvolala vyznamné rozdily ve sledovaném
parametru vzdalenost od ostrivku [F(3,184=8,98; p<0,001], kde u postnatalnich skupin
N (p<0,01) a S (p<0,01) vyznamné zkratila vzdalenost od hledaného mista (Obr.26.A).
Podobné 1 v parametru doba latence [F73,184=8,98; p<0,001] se u postnatalné nestresované

skupiny N vyrazné zkratila (p<0,01) doba k objeveni ostrivku (Obr.26.B).

Akutni aplikace drogy také hrala vyznamnou roli pro zvoleni strategie plavani.
Skupina potkanil postnatalné ovlivnénych matetfskou separaci S vyznamné snizila (p<0,001)
vyuzivani strategie pomoci tigmotaxe [F(1,184=14,21; p<0,001] a naopak zvysila (p<0,001)
hledani ostrivku pomoci strategie skenovani [F(i1,184=32,58; p<0,001] (Obr.26.E,F). Také
postnatalné nestresované kontroly N zvysily (p<0,01) po akutni aplikaci MA v dospélosti své
hledani ostriivku za pomoci strategie skenovani. Hlavni efekt akutni aplikace MA v dospélosti
se ukazal také vyznamny v parametru skenovani [F(1,186=32,58; p<0,001] ve skupiné potkanti
prenatalné ovlivnénych SA a MA (Obr.27.B). Prenatidlné exponovani jedinci SA (p<0,01)
1 MA (p<0,01) po aplikacit MA v dospélosti vyrazné zvysili své hledani pomoci strategie

skenovani.
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Obr.26. Vliv postnatalniho stresu a akutni aplikace MA na sledované parametry
ve MWM ve treti fazi v testovani paméti. A) vzdalenost od ostriivku (cm), B) doba latence
(cm), C) (celkova uplavana) vzdéalenost (cm), D) rychlost (cm/s), E) tigmotaxe (%)
a F) skenovani (%). Vysledky jsou prezentovany jako prumér £ SEM. N — nestresovana
kontrola, S — matefska separace, W — plavani matek ve studené vod¢, SW — mateiska separace
a plavani matek ve studené vodé. Akutni SA —podéni fyziologického roztoku kazdy den
po plavani daného subjektu. Akutni MA —podani metamfetaminu kazdy den po plavani
daného subjektu. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou
(Srafovany sloupec) a jeji kontrolou (akutni SA, nesrafovany sloupec). # p<0,05, ## p<0,01,
### p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji postnatdlni kontrolou (N)
¢i provazanym sloupcem (pouze mezi skupinami s akutni SA nebo jen mezi skupinami

s akutni MA).
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Obr.27. Vliv prenatilni aplikace a akutni aplikace MA na sledované
parametry ve MWM ve tieti fazi v testovani paméti. A) tigmotaxe (%) a B) skenovani (%).
C — prenatalni kontrola, SA — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin. Vysledky jsou
prezentovany jako primér £ SEM. Akutni SA —podani fyziologického roztoku kazdy den po
plavani dané¢ho subjektu. Akutni MA —podani metamfetaminu kazdy den po plavani daného
subjektu. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou
(Srafovany sloupec) a jeji kontrolou (akutni SA, nesrafovany sloupec). # p<0,05, ## p<0,01,
### p<0,001 vyznamny rozdil mezi danou skupinou a jeji postnatalni kontrolou (N)
¢i provazanym sloupcem (pouze mezi skupinami s akutni SA nebo jen mezi skupinami s

akutni MA).
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6. Diskuse

Nasim cilem bylo zjistit vliv riznych perinatalnich faktori na sledované funkce
a chovani. Diskuse je tedy rozdélend v jednotlivych experimentech na vliv prenatalni

expozice MA/stresu, vliv postnatalni expozice stresu a vliv akutni aplikace MA.

6.1. Materské chovani

6.1.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Matky ovlivnéné v pribéhu bfezosti ucinkem MA vénuji méné pozornosti
svym mlad’atiim s ohledem na ¢isténi svych potomki, coz je ve shod¢ s nasimi predeslymi
studiemi (Slamberova et al. 2005a). Toto chovéni také podporuje vysledek ,,Retrieval® testu,
kdy se kontrolni matky C (nevystavené v pribéhu brezosti Zadné injek¢ni aplikaci), které byly
stresované po porodu (C-S, C-SW, C-W), snazily dostat své potomky do hnizda rychleji
nez nestresované kontroly (C-N). Vysledky tedy naznacuji, ze dlouhodobé podavana droga
(prenatalni MA) Ci stres (prenatalni SA) v prib&hu gestace naopak zdjem o mlad’ata v tomto
testu utlumil. Matky ovlivnéné MA byly také pii noSeni mlad’at do hnizda vyrazné pomalejsi
nez ty ovlivnéné SA. Tyto faktory v obdobi bfezosti, zejména pak aplikace MA, tedy mohou
vyznamné naru$ovat chovani matek po porodu (Slamberova et al. 2005a;b, Holubova

etal 2017).

6.1.2. Vliv postnatalni expozice stresu

U stresovanych matek v obdobi laktace (S, SW, W) byla pozorovana vyssi frekvence
kojeni v pasivni pozici nez u nestresovanych kontrol (N). Aktivni kojeni prob¢hlo u vSech
skupin bez vyznamného rozdilu. ZvySené pasivni kojeni lze vysvétlit vetsi potiebou
stresovanych mlad’at vyhledavat matku a mléko, coz také miize vysvétlovat to, Ze stresované
matky travily vice Casu v kontaktu se svymi mlad’aty nez matky nestresované (Holubova
et al. 2017). Matky ovlivnéné stresem v obdobi laktace (S, SW, W) odpocivaly vyznamné
vice nez matky beze stresu (N). Tento uc¢inek byl vSak pozorovan pouze u skupiny kontrol C.
Stres v obdobi laktace tedy nevyvolal zménu v chovani matek, které byly vystaveny
MA/stresu v priibéhu biezosti. Dlouhodoby a opakovany stres, zde prostfednictvim injekéni

aplikace latky (s.c.), pravdépodobné miize piipravit dané zvife na jiny typ stresu v pozd¢jSim
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zivoté (Grissom a Bhatnagar 2009, Holubova et al. 2016). Vysledky studie autorti Rabasa
et al. (2015) ukazuji redukci odpovédi HPA na opakovany stres imobilizaci u dospélych
potkand, kterd byla pozorovana i po dvou mésicich. Danym vysledkiim nicméné odporuji
preklinické 1 klinické studie ukazujici, Ze opakovana mateiska separace vyvolava zmény
v chovani matek, které narusuji schopnost poskytovat adekvatni matefskou péci (Huot
et al. 2004, Ladd et al. 2004, Heim a Nemeroff 2002, Juruena et al. 2020). Rozhodujicim
faktorem muze byt intenzita a kvalitativni rozdily mezi jednotlivymi aplikovanymi stresory

(Branchi et al. 2013, Moore et al. 2013).

6.2. Parametry mlad’at

6.2.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Sledovana délka doby biezosti byla v nasi praci u vSech skupin potkanich matek
bez vyznamného rozdilu. Naopak vyznamny vliv tohoto faktoru ukazuje ptedchozi studie
na laboratornich potkanech, kde aplikace MA v pritbéhu gestace prodlouzila dobu biezosti
uMA matek ve srovnani s jinymi skupinami (Slamberova et al. 2005a). Nicméné existuji
i studie ukazujici vyznamné krat$i dobu bfezosti u MA-matek laboratorniho potkana (Martin
1975, Martin et al. 1976). Tento parametr zlistava tedy s nejasnym zavérem pro hodnoceni
vlivu drogy (MA) in utero. Nase data dale ukazala, Ze sledované faktory (MA/stres)
aplikované na matku laboratorniho potkana v priibéhu biezosti nemaji vliv na zménu
hmotnosti ani na pocet narozenych mlad’at ve vrhu. Tyto vysledky jsou v souladu s pfechozi
studii z nasi laboratote (Slamberové et al. 2006). Vliv prenatilni drogy byl patrny u porodni
hmotnosti, kdy potomci ovlivnéni MA vazili vyznamné méné neZ ostatni skupiny mlad’at
(prenatalni SA/C). Tento vysledek potvrzuje anorekticky ucinek MA (Bittner et al. 1981),
ktery byl prokazan v nékolika pfedchozich preklinickych (Martin et al. 1976, Slamberova
et al. 2006, Malinova-Sevéikova et al. 2014) a klinickych studiich (Little et al. 1988, Smith
et al. 2006) zaméfujicich se na vliv prenatadlniho MA (Holubova et al. 2017).

6.2.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Co se ty¢e hmotnostniho pfirdstku, skupina potomkd postnatalné ovlivnénd vyluéné
matetfskou separaci (S) méla vyznamné vétsi ndrGst hmotnosti v pritbéhu obdobi laktace

nez ostatni skupiny, a to bez ohledu na prenatdlni expozici. Jedno z moZnych vysvétleni
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tohoto G¢inku mtize byt prokazana snizena hladina leptinu u potomkii laboratorniho potkana
po opakované matefské separaci v porovnani s kontrolni skupinou zvifat (Holubova
et al. 2016, Salzmann et al. 2004, Smith et al. 2006, Walker et al. 2004). Snizena hladina
leptinu fyziologicky zvysuje chut k jidlu (Friedman 2011), coz by mohlo vysvétlit dany
nartst hmotnosti mlad’at v obdobi laktace. DalSim divodem muze byt statisticky vyznamné
zvySené kojeni v pasivni pozici u stresovanych matek (S, SW, W) v porovnani s kontrolami
(N). Celkovée byla tedy postnatalné stresovand mlad’ata krmena Castéji nez ta nestresovana.
To také potvrzuji vysledky studie kolektivu autorit Mesquita et al. (2007), kde se mlad’ata
stresovana matetskou separaci krmila daleko déle nez kontrolni zvifata, pravdépodobné
aby kompensovala pfedchozi absenci matky (Holubova et al. 2017, Mesquita et al. 2007).
Na druhou stranu, nase vysledky ukéazaly i na ¢asté krmeni ostatnich postnatalné stresovanych
skupin mlad’at (W, SW), avSak tato mlad’ata pfibrala vyznamné méné nez skupina S. Je tedy
mozné, ze opakované plavani matek ve studené¢ vodé béhem doby laktace mize mit vliv
na tvorbu mléka (Holubova et al. 2017). V nasi praci jsme vSak tvorbu mléka u matek
neméfili, stejné jako jsme neméfili ani piijem vody a jidla u mlad’at. Pro lepsi posouzeni
pti¢iny ndrGstu hmotnosti potomkl postnatalné stresovanych matek v obdobi laktace by tedy

bylo vhodné sledovat i tyto parametry v pfistich projektech.

6.3. Vyvoj mlad’at

6.3.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Senzorimotoricky vyvoj mlad’at je negativné ovlivnén prenatdlnim plisobenim MA,
coz prokazala fada preklinickych studii (Acuff-Smith et al. 1996, Hrubd et al. 2009,
Malinova-Sevéikova et al. 2014, Slamberova et al. 2006). I vnasi praci byla mlad’ata
ovlivnéna MA pomalejSi ve vzpiimovacim reflexu na podlozce, v testu Negativni geotaxe
a Rotarodu. Prenatalni droga zpomalila vzptimovaci reflex mlad’at béhem prvnich n¢kolika
dni po porodu, a to tedy bez ohledu na teprve zacinajici aplikaci postnatalnich stresort.
Prenatélni stres (prenatalni SA) v prvnich dnech Zivota zpomalil pouze postnatalné stresovana
mlad’ata (S, W). Je tedy mozné, Ze ihned navazujici Casny postnatdlni stres umociuje
negativni vliv prenatdlniho stresu, ktery by v opa¢ném piipadé€ nebyl tolik patrny (Holubova
et al. 2017). Jiz v minulosti bylo potvrzeno, ze prenatilni stres dlouhodobé ovliviiuje
schopnost dospélého organismu patficné odpovédét na stresové situace (Peters 1986,

Slamberova et al. 2002). Prenatalni stres v nasi praci také vyznamné zhorsil vykon jiz starsich
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mlad’at (v PD 23) v testu Rotarod, a to bez ohledu na aplikaci postnatalni stresort. Tento
vysledek tedy naznacuje dlouhodobou poruchu posturdlnich reakci. Podobné vysledky
potvrzuje i pfedchozi preklinickd prace z nadi laboratofe (Slamberova et al. 2006, Holubova

etal 2017).

6.3.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Ptekvapujici vysledek jsme ziskali porovnanim skupiny s kombinaci prenatalniho
MA a postnatalnim stresem (MA-S, MA-SW, MA-W) s jejich nestresovanymi kontrolami
(MA-N). Prvni skupina mlad’at, postnatiln¢ stresovana (MA-S, MA-SW, MA-W), méla
vyznamné leps$i vykon v testu hrazdicka neZz jeji nestresovany protéjSek (MA-N). Jedno
z moznych vysvétleni mize byt to, ze mlad’ata vystavend dlouhodobému ¢asné postnatalnimu
stresu jsou odolngjsi vici pozdéjsimu stresu, kterym je testovani na vysoké hrazdicce. Nase
predchozi studie (Holubova et al. 2016) naznacila, ze dlouhodoby ¢asné postnatdlni stres
prostfednictvim socialnich a fyzikalnich stresort matky vede k nizsi citlivosti ACTH
receptorit v kufe nadledvin, coZz by mohlo byt zpisobeno adaptaci na stresové udalosti
(Holubové et al. 2016). I jiné studie ukazuji, Ze opakovana expozice ¢asné postnatdlnimu
stresu mize vyvolat adaptaci mlad’at na nové prostiedi (Daskalakis et al. 2011). Dlouhodobé
opakovany postnatalni stres, ktery je stanoveny specifickymi podminkami preklinickych
studii, tedy mulZe pfipravit zvifata na nové podnéty a dals§i stresujici situace v Zivoté
(Holubové et al. 2016). Na druhou stranu zde mize byt i jiné vysvétleni tohoto vysledku
na hrazdi¢ce. Dané chovani postnatalné stresovanych mlad’at mutze vysvétlit i sniZzena
lokomoce a snizeny priizkum prostiedi (hrazdi¢ky) z divodu véts$i miry uzkostného chovani
(Aisa et al. 2007, Holubova et al. 2017, Yang et al. 2017). Toto chovéni je zprostiedkovano
osou HPA a dale modulovano limbickym systémem jako je hipokampus, PFC a amygdala
(Leon Rodriguez a Duenas 2013, Holubova et al. 2017). Jiné testy urené pro hodnoceni
senzorimotorického vyvoje mlad’at neukdzaly vyznamné rozdily mezi postnatalni skupinami,
coz podporuji vysledky studie autord Mesquita et al. (2007), kde byly pozorované zmény
v negativni geotaxi pouze do PD 7 a ve vzptimovacim reflexu ve vzduchu do PD 12. V nasi
praci jsme provadéli test negativni geotaxe pouze v PD 9 a test vzpfimovaciho reflexu

ve vzduchu v PD 17.
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6.4. Socialni hra

6.4.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Prenatalni expozice droze ¢i stresu v nasi praci neméla vliv na socidlni hru ¢i socialni
exploraci dvou neznamych potkanti v juvenilnim véku. Piedchozi prace v nasi laboratofi
poukazala na vyznamny vliv prenatdlntho MA v prvni poloviné bfezosti u potomstva samct
laboratorniho potkana (Sevéikova ef al. 2020). V druhé poloving biezosti se tato vyznamnost
neprojevila. Dilezitym rozdilem v na$i a uvedené praci (Sevéikova er al. 2020) je tedy
odli$nd metodika. V nasi praci jsme nesledovali vliv specifické faze gestace na dané chovani
a také jsme pouzili piisnéjsi post-hoc test, tj. Bonferroni oproti Fisher post-hoc testu v praci

kolektivu autort Sevéikova et al. (2020).

6.4.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Mateiskd péce v Casné postnatdlnim obdobi je jisté velmi dilezitym faktorem
ve vyvoji socidlniho chovani potomkti, coz dokazuje piedchozi studie (van Hasselt
et al. 2012), jez ukazala pozitivni korelaci mezi mirou matetské péce v prvnim postnatalnim
tydnu Zivota a mirou socidlniho chovani zaméfenou na hru u adolescentnich samcil.
U adolescentnich samic tento efekt nebyl vyznamny (van Hasselt ef al. 2012). V na$i studii
se u postnatalniho stresu, bez rozdilu typu stresoru, vyznamny vliv na socidlni hru juvenilnich
potkanti neukdzal. Pfedchozi preklinické studie na potkanech zahrnujici Casné postnatalni
stres prostfednictvim matefské separace v prvnich tydnech Zzivota mlad’at ukazuji rizné
vysledky, tj. zvySené (Lundberg et al. 2017, Zimmerberg a Sageser 2011), sniZené
(Muhammad a Kolb 2011), nebo nezménéné (Arnold a Siviy 2002) chovani tykajici
se socialni hry laboratornich potkand. Metodiky danych studii se lisi riiznou dobou izolace
tésné pfed samotnym testem. V naSi praci byli potkani izolovani jednu noc pfed samotnym
testem socialni hry. Neddvnd studie Kentrop et al. (2018) hodnotila vliv jednordzové matetské
separace v PD 3 po dobu 24 hodin na socialni chovani u juvenilnich potkant s pfedchozi 24h
izolaci, nebo bez izolace tésn¢ pred testem socidlni hry v PD 33. Vysledkem dané studie bylo
zjisténi, ze socidlni hra 24h izolovanych samcl trva podstatné krat§i dobu ve srovnani
se skupinou bez izolace. Parametr socidlni explorace u takto deprivovanych samcii byl naopak
vyznamné del$i nez u kontrol. Autofi studie tedy postuluji, Ze matei'ska separace mtize tlumit
chovani tykajici se socialni hry, ne vSak spolecensky zajem obecné. U samic se dany rozdil

neukazal. Juvenilni samci a samice, které byly vystaveny kratS$i izolaci po dobu 3h,
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nevykazovali zddné vyznamné rozdily ve sledovanych parametrech socidlniho chovani
(Kentrop et al. 2018). Podobné i naSe data neprokdzala vyznamny vliv ¢asn¢ postnatalnich
stresorll na socidlni hru u juvenilnich samct a samic izolovanych jednu noc pted testem
(cca 16h). Delsi izolace po dobu jednoho celého dne (24h) by tak mohla byt rozhodujicim
faktorem pro signifikantni zménu socialniho chovani v juvenilnim véku zvirat. Mateiska
separace tedy mize mit negativni efekt na socialni chovani v juvenilnim obdobi laboratorniho
potkana (Kentrop et al. 2018). Nicméné téma socidlniho chovéani a socidlni hry u jedinct
vystavenych dlouhodobému cCasné postnatadlnimu stresoru neni doposud detailné

prostudovana. Dalsi studie jsou zapotiebi pro uceleni dané problematiky.

6.4.3. Vliv akutni aplikace MA

Akutni droga 45 minut pfed samotnym testem vyrazn¢ utlumila socidlni chovani,
at’ uz socialni hru ¢i socialni exploraci paru zvitat. Tento vysledek je podpoien podobnymi
vysledky v obou parametrech publikovanymi v pfechozi praci znaSi laboratote,
kdy jednordzové podany MA pied testem zplsobil vyznamny utlum socidlniho chovani
laboratorniho potkana ve vSech sledovanych parametrech ve srovnani s relevantnimi
kontrolami (Sevéikova et al. 2020). 1 dalsi preklinické studie ukazaly podobné vysledky,
tedy vyznamné sniZzeny socialni kontakt dvou zvifat po pfechozim jednordzovém podani MA,
at’ uz vjuvenilnim véku ¢i v dospélosti (Davidson et al. 2001, Hrebickova et al. 2017,
Manduca et al. 2014, Slamberova et al. 2015, Slamberova et al. 2010). Podobné bylo zjiiténo,
ze 1 akutni davka jinych psychostimulantl jako je kokain, amfetamin, MDMA ¢i metylfenidat,
mize utlumit socialni chovani, a to v davkach nizsich, které jesté nezptsobuji bézné zvyseni
psychomotorické aktivity pii uzivani danych drog (Achterberg et al. 2014, Sahakian
et al. 1975, Vanderschuren et al. 2008). Autofi studie Achterberg et al. (2014) postuluji,
ze ackoliv ovlivnéna zvifata nevyhleddvaji socidlni hru s jinymi jedinci, neznamena to,
7e by nechtéla vyhledavat socidlni zdroj pozitivnich emoci. Mozny mechanismus ucinku
dan¢ho vlivu amfetaminli na socialni hru pravdépodobné nezavisi na dopaminergnim
mechanismu, ktery je pevné spjat se syst¢émem odmeény (Achterberg et al. 2016, Achterberg
et al. 2014, Veeneman et al. 2011, Veeneman et al. 2012). ZvySena hladina DA po podani
MA sice muze zvySovat motivaci pro socidlni hru, ale neovliviiuje expresi daného chovani.
Naopak bylo zjisténo, ze expresi socialni hry, stejn¢ jako motivaci pro hru, ovliviiuje zejména
zvySend noradrenergni neurotransmise (Achterberg et al. 2016). Mechanismus uc¢inku

u amfetaminu pusobici na socidlni hru tedy tkvi pfevazné ve stimulaci a2-adrenoreceptora.
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Utlum socialni hry je totiz negovan po podani antagonisty o2-adrenergnich receptorti
RX821002 a neni ovlivnén antagonistou dopaminovych receptori o-flupenthixolu
(Achterberg et al. 2014). Podobné bylo po podani atomoxetinu, pfimého inhibitoru zpétného
vychytavani NA pres o2-adrenoreceptory, prokdzana snizend exprese chovani tykajici
se socidlni hry (Achterberg et al. 2014, Vanderschuren et al. 2008). Potlaceni socidlni hry
po amfetaminech muize byt také spjato s anxiogennim chovadnim po uziti téchto drog.
V nékterych preklinickych studiich dané drogy neovlivnily socidlné explora¢ni chovani,
cozje standardni parametr uzkosti pouzivany v testu socialni interakce (Achterberg
et al. 2014, File a Seth 2003). V nasi praci bylo vsak i tento parametr utlumen. Alternativnim
vysvétlenim u¢inku MA na socialni hru miize byt to, ze se jedna o vysledek zvy$ené inhibice
chovani (Achterberg et al. 2014). ZvySenim inhibi¢ni kontroly nad socidlnim chovanim
mohou psychostimulacni drogy zvysit pozornost vi¢i nesocidlnim podnétiim v prostiedi.
To pak mlze zpiisobit, Ze se zvifata méné zapojuji do energicky narocnych interakci socialni
hry, které by byly doprovazeny snizenou pozornosti na potencidln¢ dilezité podnéty
z prostfedi (Achterberg et al. 2014). Také zvysSeni noradrenergni neurotransmise vyvolané
amfetaminy muze podpofit odpojeni od probihajici socidlni hry a usnadnit tak zménu chovéni

(Achterberg et al. 2014, Aston-Jones a Cohen 2005).

6.4.4. Vliv pohlavi

Akutni droga vyrazné sniZila parametry socialni hry u obou pohlavi. Juvenilni samice
laboratorniho potkana byly vyznamné aktivnéj$i pii socidlni hfe ve srovnani se samci.
Konkrétnéji, v prvnim sledovaném parametru ,,pouncing® byly aktivné&j§i oproti samctim,
jak ve skuping s aplikaci akutniho MA, tak i ve skupin€ kontrol s akutnim SA bez ohledu
na perinatalni faktory. V parametrech ,,pinning* a ,boxing™ pak byly oproti samciim
aktivngjSi pouze kontrolni samice (s akutnim SA). Socialni explorace nebyla pohlavim
ovlivnéna. Nagim vysledkim odporuji data ze studie Sevéikova et al. (2020), kde samci
s prenatalni expozici MA a aplikaci akutniho SA pted behaviordlnim testem byly vyznamné
aktivngj$i v parametrech socialni hry nez dané samice. Jednalo se vSak pouze o samce
ovlivnéné drogou v prvni poloving¢ gestace. V druhé poloviné gestace se dany vzorec
neukazal, ukazala se viak zvySena aktivita obou pohlavi pro socialni chovéani (Sevéikova
et al. 2020). V nasi praci jsme nesledovali specificky vliv faktord na riizna obdobi vyvoje
in utero. Ptfedpokladame tedy, Ze vliv prvni poloviny gestace by mohl byt zamaskovan vlivem

druhé poloviny. Celkové pak byly samice aktivnéjsi oproti samciim bez rozdilu prenatalniho
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1 Casné postnatalniho ovlivnéni. Studie autort Kentrop et al. (2018) zamétujici se na socidlni
chovani adolescentnich samct a samic po expozici matefské separaci naznacuje, Zze samci

se zdaji byt ovliviiovani zménami prostiedi vyznamné vice nez samice (Kentrop et al. 2018).

6.5. Stanoveni hladiny oxytocinu

6.5.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Vysledky na$i prace naznacuji, ze dlouhodoba prenatdlni expozice droze (MA)
a stresu (SA) ovliviiuje ucinek té samé drogy na hladinu oxytocinu v dospélosti. V nasi praci
nebylo u danych prenatdlné ovlivnénych skupin naméfeno vyznamné zvyseni hladin tohoto
hormonu po podéani akutniho MA v dospélosti tak, jak tomu bylo ve skupiné kontrol (C).
Dany mechanismus u¢inku mtize byt pies tzv. ,down-regulaci receptord pro oxytocin
po dlouhodobém plisobenim prenatalnich faktor, coz miize dale snizit jejich citlivost
na nasledné poddni MA v juvenilnim véku (PD 30) (Holubova ef al. 2019). Vysledky nasi
prace ukazuji, Ze nejen dlouhodobd prenatalni expozice MA, ale i dlouhodoby prenatélni stres
ovliviluje vyvoj oxytocinergniho systému. Podobné i studie, kterd pozorovala disledky
antenatalniho stresu v F2 generaci zjistila, ze chronicky stres aplikovany v FO a F1 generaci

zpisobuje v F2 generaci zvySeni basalniho oxytocinu v plazmé (Babb ef al. 2014).

6.5.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Vliv postnatalniho stresu, ktery zptisobil sniZeni hladiny oxytocinu, se v nasi praci
projevil pouze u prenatdlnich kontrol (C) a u skupiny ovlivnéné prenatdlni drogou (MA).
Hladina oxytocinu u skupin prenatdlné vystavenych stresu (SA) se v ramci postnatilnich
skupin vyznamné nezménila. Jedna z moznych hypotéz pro dany vysledek mutize byt adaptace
organismu na stresové situace. Bylo prokazéano, Ze mirny matefsky stres béhem gestace milize
indukovat sniZeni metylace receptori pro oxytocin u potomstva, coz ma déle za nasledek
zvySenou expresi téchto receptorii, a tedy i veétsi citlivost na plsobeni tohoto hormonu
(Holubové et al. 2019, Unternachrer et al. 2016). Takto nastaveny oxytocinergni systém
pak mize v interakci s osou HPA a sympatickym nervovym systémem utlumit odpovéd’
organismu na stres (Grewen a Light 2011, Holubova et al. 2019, Lee et al. 2009). Potomci

ovlivnéni opakovanych prenatdlnim stresem prostfednictvim injekéni aplikace matce
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tak muzou byt diky epigenetické adaptaci receptorti pro oxytocin pfipraveni na dalsi stresové

situace v prub¢hu zivota (Holubova ef al. 2019, Unternaehrer et al. 2016).

Kolektiv autortt Murgatroyd a Nephew (2013) poukézal na snizenou genovou expresi
oxytocinu v hypotalamu u potomstva vystavenému chronickému stresu. Podobné 1 dalsi
preklinické studie zjistily snizeny pocet oxytocinovych neuront v hypotalamu dospélych
potkanli po neonatdlni manipulaci (Todeschin et al. 2009, Winkelmann-Duarte et al. 2007).
Tento mechanismus U¢inku by tak mohl vysvétlit pozorované snizeni hladin oxytocinu
u skupin potkanti postnatalné¢ ovlivnénych stresem v nasi studii. Deregulace osy HPA
a oxytocinergniho systému muze vést k dlouhodobého postizeni hypotalamickych struktur.
Tato deregulace snizuje produkci a uvolnovani kortizolu a oxytocinu, které¢ ovliviiuji reakce
na stres a mohou vést ke zvySené zranitelnosti vici pozd€jsim stresovym situacim (Tobon
etal. 2018). Snizeny pocet oxytocin-pozitivnich magnocelularnich neuroni byl nalezen
také u potkanti prenatdlné¢ ovlivnénych chronickym stresem (,restrain stress®) (de Souza
et al. 2013). Studie de Souza et al. (2013) déale ukazuje na zhorSenou matefskou péci asné
postnatalné a zvySené anxiogenni a agresivni chovani potomkid v dospélosti, které muze
zpiisobovat sniZzend sekrece oxytocinu (de Souza et al. 2013, Holubova et al. 2019). Vysledky
podobnych studii vSak nejsou zcela konzistentni. Studie kolektivu Minhas et al. (2016)
pozorovala opa¢né hodnoty plazmatického oxytocinu, tedy zvySeni jeho hladiny u juvenilnich
samic potkana ve véku PD 30. Nicméné¢ metodika této studie je podstatné odliSna
od metodiky aplikované v nasi praci. Metodika kolektivu Minhas et al. (2016) je zamétena
na hladinu plasmatického oxytocinu odebraného po 30 min od aplikace akutniho ,restrain®
stresu, coz mize mit za nasledek opacny vysledek. Vyznam druhu a intenzity pouzitého
stresoru je patrna i v na$i studii, kdy postnatalni stres prostfednictvim samotné matetské
separace (S) nevyvolala takové zmény jako napiiklad postnatilni stres prostfednictvim

plavani matek ve studené vodé (W, SW) (Holubova et al. 2019).

6.5.3. Vliv akutni aplikace MA

Nase prace jako prvni ukazala, Ze akutni jednordzové podani MA zvySuje hladinu
plazmatického oxytocinu u juvenilnich samic laboratorniho potkana. Tento efekt byl vSak
pozorovan pouze u prenatalnich kontrol (C), tedy u potkanl bez expozice prenatalni drogy
Cistresu. Postnatilni stresory pak na dany vysledek nemély vyrazny vliv. Deregulace
oxytocinergniho systému byla po podéni akutniho MA prokazéana jiz v pfedchozich studiich

u dospélych laboratornich zvifat. Konkrétnéji, po podani MA se zvySuje exprese mRNA
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pro oxytocin v nucleus accumbens (Cadet et al. 2014) a dochézi k ,up-regulaci
oxytocinovych receptorii vamygdale a hypotalamu, jez jsou zahrnuty do regulace stresu
(Georgiou et al. 2016, Holubova et al. 2019, Zanos et al. 2014). ZvySena hladina
plazmatického oxytocinu byla prokdzéna i po ,self-administraci® MA u samcl potkana
v dospé€losti (Baracz a Cornish 2016, Baracz et al. 2016, Georgiou et al. 2016). Navic,
zvySeni hladiny oxytocinu muize pietrvavat jesté 15 dni po dlouhodobé (20-denni) expozici

MA (Baracz et al. 2016, Holubova et al. 2019).

6.6. Zmény chovani v dospélosti
6.6.1. Anxieta

6.6.1.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Nase data ukézala, Ze prenatalni faktory nemaji vyznamny vliv na Gzkostné chovani
u dospélych samcii laboratorniho potkana. Tyto vysledky jsou srovnatelné s ptedchozimi
studiemi, kde dlouhodobé aplikace drogy (MA) v pribéhu gestace neukdzala vyznamné
rozdily v chovani mezi ovlivnénou skupinou a kontrolou potkanti v dospélosti (Hruba
et al. 2012, Schutova et al. 2009b). Kolektiv autorit Hruba et al. (2012), ktery hodnotil zmény
po dlouhodobé prenatalni a casn€ postnatalni aplikaci MA u dospélych samcii laboratorniho
potkana zjistil, Ze prenatalni expozice drogy neméla na uzkostné chovani samcii vliv (Hruba
et al. 2012). Nicméng¢ i u stejné ovlivnéné prenatalni skupiny samcti dospélych potkanti byla
nalezena zvySena bazalni hladina DA v nucleus accumbens (zvySeni 288%). Vyssi hladina
DA byla u téchto zvifat dale spojena s krat§si dobou imobility a s pozorovanou vyssi
senzitivitou na akutni davku MA v dospélosti ve srovnani s kontrolni skupinou (Bubenikova-

ValeSova et al. 2009).

6.6.1.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Postnatalni stresory pouzité v nasi studii snizily miru tzkostného chovani v OF,
kdyz zvitata travila vice asu v centralnim kruhu, méné ¢asu rozich OF a méné €asu ve stavu
imobility v porovnani s nestresovanymi kontrolami (N). Mira tUzkostného chovani byla
také snizena v testu EPM, kde skupiny ovlivnéné postnatalnim stresem stravily v porovnani
s kontrolami mén¢ Casu v uzavienych ramenech. Zajimavé ovSem je, ze skupina potkant

vystavena Casné postnatalné socidlnimu stresoru prostiednictvim mateiské separace (S)
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neukdzala po aplikaci akutniho MA vyznamny rozdil v ¢ase straveném v centralnim kruhu
¢i vrozich OF v porovnani s akutni SA skupinou. Tento socidlni stresor aplikovany casné
postnatalné tak mize ovlivnit citlivost k akutni droze v dospélosti. Dostupna data popisujici
vliv postnatdlniho stresu na anxietu v preklinickych studiich se vSak lisi. Nékteré studie
ukazuji zvysSeni tzkostného chovani po neonatalni matetské separaci (de Melo et al. 2018,
Jin et al. 2018) jako studie autord de Melo et al. (2018) pozorujici kratsi stravenou dobu
samci v otevienych ramenech a vice ¢asu v uzavienych ramenech EPM. Tato studie zaroven
popsala ubytek dendritickych trnti v PFC a naopak zvySenou hustotu v hipokampu v oblasti
CA1l u dospélych samcii potkana (de Melo et al. 2018). Neékteré preklinické studie
vSak ukazuji opacny vysledek. Vysledky studie autort Yang et al. (2019) ukazaly,
ze kazdodenni matetskd separace na 3 nebo 6 h casné postnatdlné¢ (PD 2-14) mulze snizit
uzkostné chovani laboratorniho potkana (Yang et al. 2019). Studie autori Borges-Aguiar
et al. (2018) potvrzuje naSe zjisténi u S skupiny, Ze 3 h mateiské separace denné v pribchu
celého obdobi laktace nema vyznamny vliv na tzkostné chovani u dospélych potkani v EPM
a v OF. Snizeny nebo nepfitomny anxiogenni ucinek u postnataln¢ stresovanych potkanti
v dospélosti je také ve shod€ sjinymi studiemi, které pouZzily odlisné behaviordlni testy
pro hodnoceni anxiety u zvifat, tj. podminiovani strachu, socialni interakce ¢i ,,restrain® stres
(Caldji et al. 2000, Holubova-Kroupova a Slamberova 2021, Hulshof et al. 2011, McIntosh
etal. 1999, Savignac et al. 2011). Vysledky téchto studii naznacuji, Ze expozice Casné
postnatalnimu stresu miiZze vyustit v adaptivni chovani daného jedince v dospé€losti (Mittal
etal. 2015, Sachser et al. 2011). Nicméné je tfeba rozeznavat intenzitu stresoru. TéZce
stresujici udéalosti mohou vést k maladaptaci, zatimco mirné stresory mohou navodit
protektivni u€inky (Yang et al. 2019). Naptiklad tzv. ,,handling* mlad’at, tj. kratké odlouceni
mlad’at od matek, béhem v obdobi laktace mlze snizit negativni ti€inky chronického stresu
na reaktivitu stresové osy HPA (Oines et al. 2012). Tato kritkodobd matetska separace
(15 min/denn€é) muze také navodit zlepSeni mateiské péfe v souvislosti se snizenim
presynaptické excitacni aktivity na neurony CRH a snizenim uvolnéni tohoto hormonu
(Babicola et al. 2021). V nasi ptedchozi studii jsme pozorovali zvySenou hladinu ACTH
a snizenou hladinu kortikosteronu v plazmé u skupin potkanli postnataln€é ovlivnénych
matetskou separaci (S) ¢i kombinaci obou sledovanych stresort (SW), a to po jednordzové
stresové situaci v dospélosti ve srovnani s nestresovanymi kontrolami (Holubova et al. 2016).
Dlouhodoby postnatalni stres tedy muze vést ke snizené citlivost ACTH receptort v kiite
nadledvin, coz mulze nasledné pomoci k adaptaci jedince na dal$i stresovou udélost.

Chronicky ¢asné postnatalni stres tak mlZe pfipravit organismu na vyrovnani se s pozd¢jsi

99



stresovou udalosti (Daskalakis et al. 2011, Grissom a Bhatnagar 2009, Holubova-Kroupova
a Slamberova 2021, Yang et al. 2019).

6.6.1.3. Vliv akutni aplikace MA

Podand akutni droga (MA) v dospélosti vyznamné ovlivnila hodnocené parametry
pro uzkostné chovani hodnocené v OF a EPM. Konkrétnéji, akutni ddvka MA podana 45 min
pied samotnym testem zvysila Cas straveny v centralni kruhu OF, sniZzila ¢as straveny v jejich
rozich, snizila dobu stravenou v imobilité a snizila ¢as straveny ¢isténim sama sebe. Tyto naSe
vysledky podporuji nékteré predchozi preklinické studie zamétujici se na OF (Herbert
a Hughes 2009, Schutovd et al. 2009b). Studie autorti Schutova et al. (2009b) ukazala,
ze stejnd davka MA (1 mg/kg), jako je pouzitd v nasi praci, sniZuje ¢as straveny v rozich OF
a v imobilnim stavu a zvySuje Cas straveny v centralnim kruhu OF (Schutova et al. 2009b).
Nase data z EPM pak ukazala snizenou frekvenci pozice SAP potkanti ovlivnénych akutnim
MA v porovnani s SA kontrolami, coz naznacuje snizené uzkostné chovani. I tyto vysledky
zEPM jsou vsouladu svysledky piedchozich studii zahrnujici tutéz metodiku z nasi
laboratote (Schutova et al. 2009b). Jednordzoveé podana droga (MA) pied testem vSak mize
zpusobit 1 opacné ucinky, tedy zvysit izkostné chovani pozorované v OF ve srovnani s akutni
SA kontrolou (Struntz a Siegel 2018). Dana studie nicméné pouzila dosp€lé laboratorni mysi
jako subjekty, akutni MA byl podan tésné pred zahdjenim testu v OF a navic byla pouzita
daleko vyssi davka MA (4 mg/kg) nez v nasi studii. Takto vysokd davka muZe indukovat
stereotypni chovéni, coz ma vliv na ziskana data (Holubova-Kroupova a Slamberova 2021,
Struntz a Siegel 2018). V na$i studii jsme pouzili davku 1 mg/kg, kterd byla aplikovana
45 min pred testem u dospélych samcii laboratorniho potkana. Uginek akutné podaného MA
na anxietu u laboratornich zvifat tak s nejvétsi pravdépodobnosti zavisi na aplikované davce
MA a intervalu mezi aplikaci a zahajenim samotného behavioralniho experimentu (Holubova-

Kroupova a Slamberova 2021).

6.6.2. Psychomotorické a explorativni chovani

Jednorazové podani MA pied testem vyznamné zvysilo psychomotorickou aktivitu
ve skupindch N, S a SW, jenz byla pozorovéana skrz zvySeny pocet piekrocenych car v OF.
Tato data jsou podpofena i podobnymi vysledky ptedchozich studii (Schutova et al. 2010,

Struntz a Siegel 2018). Ve skupiné W nebyl pozorovén zadny vyznamny rozdil po akutnim
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podani MA ve srovnani srelevantni kontrolou (W-akutni SA). Mezi samotnymi
postnatalnimi skupinami nebyl zaznamenan Zzadny vyznamny rozdil (Holubova-Kroupova

a Slamberova 2021).

Akutni droga v dospélosti dale vyznamné zvysila parametry explorativniho chovani
v souvislosti s prenatalnim ovlivnénim. Co se tyCe parametru vztyCovani se na zadni nohy
(,,rearing®) v testu OF, skupiny zvifat ovlivnéné prenatdlnim MA se vztyCovaly po akutni
droze v dospélosti méné nez skupiny ovlivnéné prenatdlnim SA ¢i prenatalné neovlivnéné
kontroly (C). Podobné také studie autorti Schutova et al. (2010) pozorovala vyznamné
zvySeni Casu strdveného v parametru ,rearing” u skupin prenatalné¢ ovlivnénych SA.
U skupiny s prenatalnim MA ke zvySeni tohoto chovani nedoslo (Schutova et al. 2010). Tento
efekt byl v nasi praci také pozorovan v testu OF pouze u skupiny postnatalné nestresovanych
samcil laboratorniho potkana (N). Zajimavé vysledky pfinesla data z EPM ze skupin potkanti
prenatalné ovlivnénych stresem. Postnatélni stres (S, SW, W), bez ohledu na akutni aplikaci,
snizil Cas strdveny v pozici na zadnich nohou pouze u skupin prenatdlné ovlivnénych MA
a kontrol C ve srovnani s nestresovanymi kontrolami N. Dle naSich dat travila skupina
ovlivnéna prenatalni stresem (prenatdlni SA-N) srovnatelné mnozstvi ¢asu v této pozici
1 bez vlivu postnatalnich stresort. Rozdil mezi prenatdlnimi faktory vSak nebyl vyznamny

(Holubova-Kroupova a Slamberova 2021).

Skupiny prenatalné ovlivnéné MA a kontroly C wukazaly vyznamny rozdil
v naméfeném Case straveny o€ichavanim po akutni droze v dospélosti ve srovnani s akutnimi
kontrolami SA. Dospéli samci dlouhodobé vystaveni prenatalni MA po akutni droze travily
také vice Casu ocichavanim v porovnani s prenatalnimi kontrolami C. NaSe prace by
tedy mohla potvrzovat predchozi hypotézu, ze dlouhotrvajici vystaveni prenatalni MA miize
byt spjato s vyssi citlivosti na tutéz drogu aplikovanou piimo v dospélosti, a to 1 pfesto,
7e se jednd pouze o jednorazovou aplikaci (Bubenikova-ValeSova et al. 2009; Schutova
et al. 2009b). Ve srovnani s kontrolou se ve skupin€ potkanli prenatdlné ovlivnénych SA
po akutni aplikaci MA vyznamny rozdil neukazal. Bazalni hodnota celkové naméfeného casu
ofichavani byla vtéto skupiné vy$$i nez u prenatdlnich kontrol ¢i zvifat prenatalné
ovlivnénych MA a po akutni aplikaci drogy nebyla dostatecné zvySena (Holubova-Kroupova

a Slamberova 2021).
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6.7. Morrisovo vodni bludisté

6.7.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

Prenatalni vystaveni MA zpusobilo vyznamné pomalejsi rychlost plavani v prvni fazi
MWM Uceni ve srovnani s prenatdlni kontrolou (C). V druhé fazi MWM ,Probe® testu
se signifikantni rozdil v rychlosti a uplavané celkové draze (vzdalenosti) projevil kromé
skupiny s prenatalni expozici MA 1 ve skupin€ s prenatalnim SA. Obé skupiny byly opét
pomalejsi a uplavaly krat$i vzdalenost oproti prenatalnim kontroldm (C). Tento efekt byl
v ,,Probe* testu pozorovan pouze u postnatalné nestresované skupiny N. Ojedin¢lé zpomaleni
rychlosti plavani a krat$i uplavané vzdalenost ve druhé faizi MWM byly zjistény i v ptedchozi
studii Hrebickova et al. (2014) u skupiny potkanii prenatalné exponovanych MA v druhé
poloviné gestace (GD 12-22). Zda se také, ze postnatalni stresory S, W a SW ovlivnily
vSechny prenatalni skupiny tak, Ze jejich vykon v ,,Probe testu pro vyvolani paméti byl velmi
vyrovnany. Ve tieti fazi MWM Testu paméti jiz nebyl vliv prenatalni expozice droze ¢i stresu
statisticky vyznamny. Rozhodujici parametry pro urceni negativniho vlivu na uceni a pamét’,
tj. doba latence k nalezeni ostriivku a chyba v hledani, prenatalni droga (MA) a stres (SA)
neovlivnily. Da se tedy vyvodit ptedpoklad, ze i pfes snizenou rychlost a krats$i uplavanou
drdhu, se prenatdlné¢ ovlivnéna zvifata ucila stejné kvalitn€ jako neovlivnéné kontroly.
Prenatalni expozice MA tak nemusi vést k vyznamnému ovlivnéni uceni a paméti zvifete,
coz podporuji 1 nekteré piedchozi preklinické studie (Acuff-Smith er al. 1996, Holubova
et al. 2018a, Hrebickova et al. 2014, Hruba et al. 2010, Schutova et al. 2008). Hypotéza

zhorSeného uceni a prostorové paméti se tak nenaplnila.

Nekteré predchozi preklinické studie dokonce piedpokladaji zlepSeni prostorové
orientace a pamécti u dospélych samct laboratorniho potkana s expozici MA in utero
(Schutova et al. 2009a, Slamberova et al. 2014). Oproti nasi praci, v téchto studiich dospéli
samci potkana nalezli ostriivek rychleji, s mensi chybou uplavané vzdalenosti od mista
ostrivku a vyuzivaly lepsi strategii plavani k nalezeni ostriivku (Slamberova et al. 2014,
Schutova et al. 2009a). ZlepSeni vykonu v testu paméti mize byt pak diky zvySeni poctu
NRI podjednotek ~ N-metyl-D-aspartat (NMDA) receptori v hipokampu  zvifete
po dlouhodobé expozici MA in utero (Slamberova et al. 2014). ZvySeny podet
NR1 podjednotek danych receptorti pravdépodobné koreluje s lepsi dlouhodobou paméti
u dospélych samcti laboratorniho potkana (Cammarota et al. 2000, Le Greves et al. 2006).
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Nekteré preklinické studie ukazuji na vliv dlouhodobé prenatalni aplikace drog
na kognitivni funkce, kdy chronicka aplikace MA v pribéhu gestace mize ovlivnit vyvoj
specifickych struktur CNS jako je striatum a hipokampus, které jsou dulezité pro uceni
a pamét (Holubova ef al. 2018a, McDonald a White 1994, Slamberova et al. 2006). Studie
na zviratech, které se zaméfily na expozici MA in utero a jeji vliv na kognici potomstva,
se rozchéazeji ve vysledcich, které jsou ovSem zavislé na pouzité metodice. Studie Acuff-
Smith et al. (1996) se zaméfila na aplikaci MA v riznych fazich gestace a zjistila, ze vysoka
davka MA (15-20 mg/kg) aplikovand na zacatku gestace zplsobuje zhorSeni prostorové
paméti u laboratornich potkanii pozorovanych v testu MWM. Nizka davka MA 5-10 mg/kg,
ktera byla podavana i v nasi praci (davka 5 mg/kg), vSak neméla pfi pouziti stejného testu
vyznamny vliv na pamét’ a uceni (Acuff-Smith ef al. 1996, Hrebickova et al. 2014, Hruba
etal. 2010, Schutova et al. 2008). Vysledky nasi prace jsou tedy v souladu s ptfedchozim

vyzkumem.

Na druhou stranu klinické studie u lidi naznacuji, Ze prenatalni expozice MA vede
k dlouhodobym kognitivnim deficitim (Chang et al. 2004, Smith ef al. 2001). Studie Bayer
etal. (1993) ukazala, Ze hipokampus u potkani se stale vyviji béhem PD 11-20,
coz by mohlo byt analogické s vyvojem lidského hipokampu béhem tfetitho trimestru
téhotenstvi (Hrebickova et al. 2016). Preklinické a klinické vysledky tedy nelze srovnavat
dle obdobi pted a po narozeni dané¢ho jedince, ale pouze podle jednotlivych fazi vyvoje
mozkovych struktur. Studie autorit Hrebickova et al. (2016) porovnavala vliv prenatalni
expozice MA béhem riznych fazi vyvoje mozku laboratorniho potkana, tj. v prvni poloving
gestace, druhé poloviné gestace a Casném neonatalnim stadiu, jeZ mohou byt analogické
k jednotlivym trimestrim u lidi (Petrikova-Hrebickova et al. 2021). Vysledky dané studie
sledované fazi vyvoje mozku (€asné neonatalni stddium) (Hrebickova et al. 2016). Vysledky
klinickych studii zamé&fujicich se na obdobi gravidity u lidi tedy mohou potvrzovat vysledky
preklinickych studii z obdobi ¢asné postnatalniho u zvitfat. Prenatalni expozice MA u potkant
neovlivnila uc¢eni a pamét ani v jinych preklinickych studiich z nasi laboratofe (Schutova
et al. 2009a), ¢asné postnatalni expozice MA v davce 5 mg/kg v obdobi laktace (PD 1-21)
vSak vyvolala poruchy kognitivnich funkci u dospélych samcii laboratorniho potkana (Hruba
et al. 2010). Postnatalni expozice MA ve vysSich dennich davkach 10 nebo 15 mg/kg béhem
PD 11-20 také ovlivituje prostorové uceni a pamét’ u potkani hodnocenych pomoci MWM

(Williams et al. 2003b). Casné postnatalni obdobi tak s ohledem na expozici droze miize byt
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pro kognitivni funkce u potkanti kritict€j$i nez prenatalni obdobi. NaSe studie vSak Casné

postnatalni expozici MA u laboratornich potkanii nesledovala (Holubova et al. 2018a).

6.7.2. Vliv postnatalni expozice stresu

Nase vysledky zraznych fazi testu MWM ukazuji, ze vliv dlouhodobého casné
postnatalniho stresu je zavisly na typu stresoru. Postnatalni stres prostfednictvim matetské
separace (S) vyrazn¢ zvysil nékteré sledované parametry ve vSech tfech fazich testu MWM
oproti nestresovanym kontroldm (N). Potkani z postnatalni skupiny S nachdzeli skryty
ostrivek pfi u€eni pozdéji a zaroven plavali s vyrazné vétsi chybou v hledani nez jejich
nestresované kontroly (N). V prubéhu testu MWM se pak ukazal vyznamny rozdil
ve sledovanych strategiich tigmotaxe a skenovani, kdy zvifata ze skupiny ovlivnéné
matetfskou separaci Sa SW daleko castéji hledala ostrivek metodou tigmotaxe (S>SW)
nez kontrolni skupina N a skupina ovlivnéna fyzikalnim stresorem W, které upfednostnily
strategii skenovani. Také predchozi preklinické studie ukazuji, ze ¢asné postnatalni stres miize
ovlivnit vyvoj a funkci mozkovych struktur vedouci ke kognitivnim a psychiatrickym
poruchdm (Aisa et al. 2007, Heim a Nemeroff 2001, Holubova ef al. 2018a;b, Plotsky
et al. 2005). Studie autord Aisa et al. (2009) uvadi, ze cCasné postnatilni stres ma
dlouhotrvajici vliv na hipokampus, ktery je jednou ze zéasadnich struktur pro tvorbu
dlouhodobé paméti a prostorového uceni (Holubova et al. 2018a, Mirescu et al. 2004, Morris
et al. 2003). Bylo prokdzano, ze hipokampus je snadno ovlivnitelny hormony stresu
1 béhem casného vyvoje (de Kloet er al. 1999). Vyvoj granularnich bunék v gyrus dentatus
hipokampu potkani za¢ina béhem pozdni embryogeneze a pokracuje béhem prvnich
postnatalnich tydnii (Altman a Bayer 1990), jako takovy muzZe stres zpiisobeny postnatalnim
stresem ovlivnit normalni vyvoj hipokampalnich struktur (Holubova et al. 2018a, Mirescu
et al. 2004, Oreland et al. 2010). Studie Cao et al. (2014) se zaméfila na dvé obdobi
postnataln¢ aplikované matetské separace, tj. PD 2-9 a PD 14-21, a vliv takové expozice
na kognitivni funkce v testu MWM. Jejich vysledky naznacuji, ze nejvetsi dopad mateiské
separace je praveé v druhé fazi obdobi laktace (PD 14-21). Prave toto obdobi miize byt kritické
pro vyvoj hipokampu potkanti (Galvan ef al. 2000, Holubova ef al. 2018a, Kolb a Gibb 2011).
Vztah matky a potomka je pro normalni vyvoj CNS déti velmi dilezity. Dle klinické studie
Stevenson-Hinde (Stevenson-Hinde 2007) je klicové obdobi mezi 6 a 18 mésicem Zivota.
Postnatalni stres prostfednictvim matky tedy miiZze vést k poruSe pozornosti, paméti,

schopnosti uvazovani a zhorSeni psychického stavu u déti (Cao et al. 2014). Podle skupiny
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autorti Choy et al. (2008), pozménéna exprese mozkového neurotrofického faktoru (BDNF)
se podili na etiologii mnoha psychiatrickych poruch, véetné schizofrenie, a miize vysvétlovat
urcité kognitivni deficity. VySe uvedend prace zkoumala dlouhodoby ucinek raného stresu
(prostfednictvim mateiské deprivace) a pozdniho stresu (prostfednictvim dlouhodobé 1écby
stresovymi hormony) a kombinace obou téchto stresorti na expresi BDNF v hipokampu
dospélych potkanii. Vysledky ukazaly, ze laboratorni potkani, kteti byli ovlivnény kombinaci
raného i pozdniho stresoru, méli vyznamné snizenou expresi BDNF v gyrus dentatus
hipokampu a zaostavali vtestech ufeni a paméti. Nicméné kognitivni funkce byly
také zhorSeny u ostatnich dvou skupin exponovanych ranému, nebo pozdnimu stresu (Choy
et al. 2008, Holubova et al. 2018a). Nase piedchozi studie také ukazala, ze potkani stresovani
prostfednictvim matefskych stresori (SW) maji narusené udrZeni pozornosti a snizeny

ptirozeny zajem o nové podnéty (Holubova et al. 2018b).

Casné postnatalni stresory, které jsme sledovali, pravdépodobné nestimulovaly
neurotoxicitu MA u samci potkana v dospélosti. Nekteré studie prokazaly, ze chronické
variabilni stresory zvysuji MA-indukovanou neurotoxicitu (Northrop a Yamamoto 2012, Tata
a Yamamoto 2008), stejn¢ jako odezvu na tento psychostimulant (Anderson et al. 2019,
Matuszewich et al. 2014). Tento ucinek byl vSak prokdzdn pouze u skupin potkant,
které dostavaly akutni injekci ve vysoké davece MA (7,5 mg/kg) ve srovnani s nestresovanymi
kontrolami (Matuszewich et al. 2014; Anderson et al. 2019). Skupina potkanti dostavajicich
MA vdavce 1 mg/kg, coz byla stejna davka jako v na$i soucasné studii, nevykazovala
v predchozi studii zddné rozdily (Anderson et al. 2019). Navic se zd4, Ze ucinek siln¢ zavisi
na typech pouzitych stresort. Nékteré predchozi studie prokéazaly, ze chronicky mirny stresor
poskytuje urcity ochranny t¢inek proti striatalni astroglioze vyvolané MA a miize tak zlepsit
nekteré specifické kognitivni funkce jako je dosazeni cile (Gutierrez et al. 2017), zlepSena
prostorova pamét v MWM ¢i zlepSend pamét’ béhem testu pro poznavani predmétu (Parihar
et al. 2011). Tyto studie tedy naznacuji, ze se takto ovlivnéna zvifata mohou pfizplsobit

naslednému vystaveni stresu v podob¢ aplikovaného MA v dospélosti.

6.7.3. Vliv akutni aplikace MA

Aplikace MA v davce 1 mg/ml byla provadéna v pribéhu vsech tii fazi MWM, kazdy
den vzdy po plavani daného jedince. V prvni fdzi Uceni bylo ve skupiné s aplikaci MA
v dospélosti patrné rychlejsi nalezeni ostrivku s mensi chybou uplavané vzdélenosti

od ostrivku v postnatalné stresované skupin€ S, kterd bez aplikace MA v dospélosti
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vykazovala vyznamné horsi vykon nez ostatni sledované skupiny. U ostatnich skupin N, SW,
W nebyl vliv MA v dospélosti vyznamny. Stejn¢ tomu bylo i u parametrii sledujicich strategii
plavani pro nalezeni ostrivku. Aplikace MA v pribéhu MWM u postnatalné stresované
skupiny S vyrazné snizila plavani tigmotaxi okolo bazénu a naopak zvysila strategii
skenovani prostoru s mistem ostravku. Aplikace této drogy v dospélosti tak zlepsila vykon
uceni u skupiny negativné¢ ovlivnéné matetskou separaci. Tyto vysledky nekoresponduji
s nékterymi ptedchozimi preklinickymi studiemi s aplikaci MA ve stejném rozsahu a stejnou
nizkou davkou jako vnasi praci. Konkrétnéji v nékterych preklinickych studiich plavali
potkani s aplikaci MA v dospélosti vyznamné rychleji (Hrebickova et al. 2014, Hrebickova
et al. 2016) a uplavaly vyrazné delsi trat’ nez potkani s aplikaci SA v dospélosti (Schutova
et al. 2009a). Nicméné rozhodujici parametry vykonu, tj. chyba v hledani a doba latence,
nebyly v danych piipadech rozdilné. Autofi téchto praci tedy shrnuji, Ze ackoliv potkani
plavali rychleji a uplavali tak del§i drahu, naSli ostriivek ve shodném case s ostatnimi
skupinami a jejich motivace pro nalezeni ostrivku nebyla postizena (Schutova et al. 2009a,
Hrebickova et al. 2016). Zaroven mohla byt zvysena jejich rychlost kviili kazdodenni aplikaci
MA v pritbéhu celého experimentu (Hrebickova et al. 2016). V nékterych dalSich studiich
pak vliv. MA v dospé€losti nebyl na uceni vyznamny (Petrikova-Hrebickova et al. 2021),

coz koresponduje s nasimi vysledky u ostatnich postnatalné ovlivnénych skupin (N, SW, W).

V druhé fazi MWM byl pro vybaveni paméti zjistén vliv aplikace MA v dospélosti
pouze u parametril strategie, kdy droga snizila tigmotaxi u skupiny S a SW a naopak zvysila
strategii skenovani mista, kde byl v pfedchozi fazi MWM umistén ostritvek. Vliv aplikace
MA v dospélosti se ukdzal vyznamny i ve tieti fazi MWM, a to u postnatalnich skupin N a S.
U nestresovanych kontrol ze skupiny N se po aplikaci MA v prubéhu testovani snizila chyba
v hledani ostrivku a podafilo se jim nalézt ostriivek diive ve srovnani se skupinou N
s aplikaci SA. Podobné tomu bylo i v postnatalni skupiné S, kterd po aplikaci MA plavala
s krat$i chybné uplavanou vzdalenosti od ostriivku. I v rozdilu zvolenych strategii dominoval
vliv akutni aplikace MA u postnatalnich skupin N a S. Volba strategie tigmotaxe byla snizena
(S) a strategie skenovani naopak zvySena (N a S). Ostatni sledované skupiny W a SW nebyly
vlivem drogy v dospélosti ovlivnény. NaSe vysledky tedy naznacuji, Ze aplikace MA
v dospélosti u potkana zlepSuje vykon zaméfujici se na prostorovou pamét v testu MWM
v zavislosti na postnatalnim stresoru. Dané vysledky podporuji data z predchozi studie
s obdobnou metodikou (Hrebickova et al. 2014), kde dospéli potkani s aplikaci MA

v dospélosti nalezli ostriivek diive s krat§i chybné uplavanou vzdalenosti od ostrtivku. Navic
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tito potkani volili Castéji strategii plavani v blizkosti mista ostriivku, coz také koresponduje
s naSimi vysledky. Potkani ovlivnéni MA v dospélosti si tak pravdépodobné zapamatuji misto
skrytého ostrivku daleko rychleji a ptresnéji (Hrebickova et al. 2014). Nekteré preklinické
studie dale ukazuji, ze aplikace MA v dospélosti v niz§ich davkach (0.1-0.4 mg/kg) zlepsuji
kognitivni funkce zvitat (Grilly a Loveland 2001, Kornetsky et al. 1959). Akutni aplikace MA
v dospélosti miize do jisté miry zlepsit pamét’ a pozornost jedince (Chen et al. 2012). Také
vystaveni této drogy v juvenilnim véku potkant zlepSilo jejich prostorovou pamét
(Mactuchova et al. 2013). Podobné i1 dle nékterych klinickych praci aplikace MA muze vést
ke zlepSeni kognitivnich funkci, coz zahrnuje i1 zlepSeni uceni a grafické a prostorové paméti
(Braren et al. 2014). Nicmén¢ chronické uzivani této drogy prokazateln¢ zhorSuje kognici
jedince, jak v preklinickych (Seminerio et al. 2013), tak v klinickych studiich (Braren
et al. 2014, Kamei et al. 2006). ZhorSeni téchto funkci je zpisobeno hlavné vysokou davku
MA (>2 mg/kg), kterd puasobi degeneraci nervovych zakonceni v dopaminergnim
a serotoninergnim systému v mozku (Lee ef al. 2011). V nékterych dalSich preklinickych
studiich pak vliv MA v dospélosti nebyl na kognitivni funkce vyznamny (Chen et al. 2012,
Lee et al. 2011, Petrikova-Hrebickova et al. 2021), ackoliv lokomoce zvifete miize byt

zvySena (Lee ef al. 2011).

Co se tyce strategii plavani, ve fazi Uceni a ,,Probe” testu vyvolala aplikace MA
v prubéhu testovani MWM u skupiny s prenatalni expozici MA vyznamné snizeni hledani
ostrivku pomoci tigmotaxe, a to bez ohledu na postnatalni stres. U strategie skenovani
se vSak vprvni ani druhé fazi testu MWM vyznamny rozdil neukédzal. Ve treti fazi
se po aplikaci MA v dospélosti ukazalo vyznamné zvySeni plavani pomoci strategie
skenovani u skupin prenatalné exponovanych SA 1 MA, opét bez ohledu na postnatalni stres
zvitat. Vliv akutni aplikace MA na prenatdlné¢ ovlivnéné skupiny se vSak v jinych
sledovanych parametrech neukazal. Urcita mira senzitizace vyvolana prenatalni expozici MA
viuci stejné droze v dospélosti tak byla prokdzéna, byt pouze na tdrovni vybiranych
strategii pro nalezeni ostrivku. Ne&které preklinické studie z nasi laboratofe senzitizaci
prenatdln¢ MA-ovlivnénych zvifat ke stejné droze (MA v davce 1 mg/kg) v dospélosti
prokazaly (Bernaskova et al. 2011, Slamberova et al. 2008, Slamberova et al. 2011).
Také studie Hrebickova et al. (2014) prokdzala senzitizaci u potkanli vystavenych MA
v druhé poloving gestace (GD 12-22), kdyz takto ovlivnéni potkani po aplikaci MA
v dospélosti nasli rychleji ostriivek a plavali s krat§i chybou v hledani ostrivku. V prvni

poloving gestace se viak dany efekt neukazal (Hrebic¢kova et al. 2014). Utinek senzitizace je
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pravdépodobné spjat se zvySenou hladinou DA v nucleus accumbens (Bubenikova-ValeSova
et al. 2009). Vétsina jinych preklinickych studii udavajicich senzitizaci psychostimulancii
na centralni nervovy systém vsak testovaly tyto ucinky po opakovaném prerusovaném
podavani drog zvitatim pouze v dospélosti (Nordquist et al. 2007, Schoffelmeer et al. 2002,
Suzuki et al. 2004, Vanderschuren et al. 2002, Wyvell a Berridge 2001). Studie Williams
et al. (2003a) pak prokazala zvySenou hypoaktivitu u zvifat neonatdln¢ lécenych MA
po opétovné expozici této droze v dospélosti. Tato zjisténi tedy naznacuji, ze specifické
adaptivni zmény, ke kterym dochéazi béhem senzitizace, mohou byt ovlivnény obdobim zrani
mozku, béhem kterého k expozici dochazi (Schutova et al. 2009a). NaSe prace
vSak nesledovala specificka obdobi gestace, ani potencial senzitizace pifi expozici MA

neonatalné.
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7. Souhrn nejvyznamnéjSich vysledki

7.1. Vliv prenatalni expozice MA/stresu

a) Mateiské chovani
- Prenatalni expozice MA/SA naruSila chovani matek v obdobi laktace (MA>SA).
b) Parametry mlad’at
- Prenatalni expozice MA snizila porodni hmotnost mlad’at.
¢) Vyvoj mladat
- Senzorimotoricky vyvoj mlad’at byl narusen prenatdlnim plsobenim MA
1 prenatalni stresem.
d) Sociélni hra
- Prenatalni faktory nemély vliv na socidlni hru ¢i socialni exploraci dvou
nezndmych potkand v juvenilnim véku.
e) Stanoveni hladin oxytocinu
- Prenatalni expozice MA zvysila hladinu oxytocinu u nestresovanych kontrol N.
- Prenatalni MA/SA také pravdépodobn¢ ovliviiuje piisobeni téZze drogy na hladinu
oxytocinu v juvenilnim véku zvifat.
- Prenatalni stres (SA) také vyznamné ovliviiuje nasledné pisobeni postnatalnich
stresor.
f) Zména chovani v dospélosti
- Prenatalni MA/SA nemély vyznamny vliv na Gzkostné chovani u dospélych samct
laboratorniho potkana.
g) Morrisovo vodni bludisté
- Prenatalni expozice MA/SA nevedlo k vyznamnému ovlivnéni ufeni a paméti

laboratorniho potkana.

7.2. Vliv postnatalni expozice stresu

a) Mateiské chovani
- Stresované matky (S, SW, W) stravily vice €asu v kontaktu se svymi mlad’aty
a kojily vice v pasivni pozici neZ matky nestresované (N). Stresované matky (C-S,
C-SW, C-W) také odpocivali daleko vice nez jejich kontroly (C-N), a to s ohledem

na prenatalni faktory.
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b) Parametry mlad’at
- Mladata ze skupiny S vykazovala na konci obdobi laktace vétsi hmotnost
nez ostatni skupiny.
¢) Vyvoj mladat
- Postnatalni stres (MA-S, MA-SW, MA-W) vedl pravdépodobné ke zvySené
imobilité potomkil na hrazdicce v zavislosti na prenatalnich faktorech.
d) Socialni hra
- Postnatalniho stres (S, SW, W) nemél vyznamny vliv na socialni hru juvenilnich
potkanti.
e) Stanoveni hladin oxytocinu
- Postnatdlni stres snizil hladinu oxytocinu (S<SW, W) s ohledem na prenatalni
faktory. Tento Uc€inek postnatalnich stresorti se ukazal pouze u prenatalnich kontrol
(C) a u skupiny ovlivnéné prenatalni drogou (MA).
f) Zmeéna chovéni v dospélosti
- Postnatalni stresory pouzité v nasi studii snizily miru uzkostného chovani v OF
a EPM (S>SW, W).
g) Morrisovo vodni bludisté
- Casné postnatalni stres prostfednictvim matei'ské separace (S) vyznamné zhorsil
kognitivni funkce vtestu MWM. Vykon skupin s jinymi stresory byl naruSen

podstatné méné (S>SW>W).

7.3. Vliv akutni aplikace MA

a) Socidlni hra
- Akutni aplikace MA pied samotnym testem vyrazné utlumila socidlni hru
1 socidlni exploraci paru zvifat bez ohledu na perinatalni faktory.
b) Stanoveni hladin oxytocinu
- Akutni aplikace MA pted odbérem zvySila hladinu plazmatického oxytocinu
u juvenilnich samic laboratorniho potkana. Tento efekt byl vSak pozorovan pouze
u prenatalnich kontrol (C), tedy u potkanti bez expozice prenatdlni drogy ¢i stresu.
¢) Zména chovani v dospélosti
- Podana akutni droga v dospé€losti vyznamné snizila uzkostné chovani hodnocené
v OF a EPM. Skupina potkanli vystavena €asné postnatalné socidlnimu stresoru

prostiednictvim mateiské separace (S) neukdzala po aplikaci MA vyznamné
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snizeni v ¢ase straveném v centralnim kruhu ¢i v rozich OF v porovnani s akutni
SA skupinou. Bazalni uroven téchto parametrii u tohoto socialniho stresoru (S)
vSak byly vyrazn¢ snizeny jiz pted aplikaci MA v dospélosti.
d) Morrisovo vodni bludisteé
- Aplikace MA v pribéhu testu MWM zlepSuje vykon zaméfujici se na uceni
a pamét, a to v zavislosti na postnatalnim stresoru. Po aplikaci MA v dospélosti
byly zhorsené uceni a pamét’ v postnatalni skupiné S vyznamné zlepSeny. Vykon

skupin s jinymi stresory byl zlepsen podstatné mén¢ (S>SW>W).
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8. Zavér

Nase vysledky potvrdily hypotézu, ze kombinace prenatdlntho MA/stresu
a matefskych postnatalnich stresorti naruSuje matefské chovani a Casny senzorimotoricky
vyvoj mlad’at. Zda se ovSem, Ze rozhodujicim faktorem je v téchto ptipadech expozice MA
behem gestace. Pokud je ndm znamo, do této doby zadna jina preklinické studie nesledovala

kombinaci téchto faktori na chovani matek a vyvoj mladat.

Prenatalni expozice droze i stresu v nasi studii neméla vliv na socidlni hru ¢i socialni
exploraci dvou neznamych potkani v juvenilnim véku. Také u postnatadlniho stresu,
bez rozdilu typu stresoru, se neukédzal vyznamny vliv na socidlni hru juvenilnich potkant.
Nase hypotéza tedy nebyla potvrzena. Nicmén¢ akutni droga 45 minut pfed samotnym testem
vyrazné utlumila socialni chovani, at’ uz socialni hru ¢i socialni exploraci paru zvirat. Samice

laboratorniho potkana byly pfi socidlni hfe vyznamné aktivnéjsi ve srovnani se samci.

Néami pouzité perinatalni faktory mohou ovlivnit sekreci plazmatického oxytocinu
ujuvenilnich samic laboratorniho potkana zcela odlisné. Zatimco vysledky ¢asné
postnatalnich stresorti podporuji nasi hypotézu ve snizeni sekrece oxytocinu, mirny prenatalni
stres muze tomuto efektu piedejit. Stejné tak milize predejit 1 stimulacnimu G¢inku akutni
jednorazové davky MA. Aplikace akutniho MA stimulovala baséalni hladinu plazmatického
oxytocinu pouze u prenatalnich kontrol. NaSe data tedy poukazuji na vyznamnou modularni
roli mirného prenatélni stresoru, zde prostfednictvim kazdodenni injek¢ni aplikace (s.c.) SA,
ato v prfipadé odpoveédi oxytocinu na postnatilni stres nebo na akutni drogu (MA)
v dospélosti. Tato studie je rovné€Z unikatni ve svém zaméfeni na plazmatické hladiny
oxytocinu po prenatalni aplikaci MA. MenSi pocet studii zamétujici se na problematiku
oxytocinu komplikuje také nesnadnd analyza samotného hormonu v laboratofi. Pro potvrzeni
a doplnéni naSich zavérh je zapotfebi vétsi mnoZstvi poznatkii s ohledem na mechanismus
ucinku ¢i rozdily mezi obéma pohlavimi. Dals§i studie jsou tieba k objasnéni rozdilt

v odpovédi periferniho a centralniho oxytocinu.

Stres mize byt adaptivni nebo maladaptivni, coz zaleZi na druhu, intenzit€ a délce
expozice. Oproti nasi pracovni hypotéze, prenatalni faktory neovlivnily chovani dospélych
potkanli. NaSe vysledky dale ukazuji, ze casné postnatalni stres, podobné jako jednorazové
pouziti MA v dospélosti, miize dokonce sniZovat miru uzkostného chovéani u dospélych samct
laboratorniho potkana bez ohledu na prenatalni vlivy. Nicméné ucinek akutné podané drogy

v dospélosti je zavisly na typu aplikovaného postnatdlniho stresoru, zejména na matetské
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separaci. Vystaveni prenatalnimu stresu ¢i droze pak muze vyvolat zmény v explorativnim

chovani na nové prostiedi u laboratornich potkanti v dospélosti.

Co se tyCe kognitivnich funkci, prenatdlni expozice MA ¢i stresu nemusi vést
k vyznamnému ovlivnéni uceni a paméti zvitete, jak se ukazalo v testu MWM. Naopak tomu
je u casného postnatalniho stresoru prostfednictvim matefské separace, ktery kognitivni
funkce vyznamné zhorSuje. Nase hypotéza se tak &aste¢né potvrdila. Casny postnatalni stres
¢i stresu béhem gestace. Dulezité je také zdiiraznit, ze dle nasich vysledka by Skodlivé ucinky
ran¢ho postnatalniho stresu na uceni a pamét’ mohly mit vyznamny vliv az do dospé¢losti.
Nase vysledky déle naznacuji, Ze aplikace MA v prubéhu testovani zlepSuje vykon zamétujici
se na uceni a pamét, a to pravé v zavislosti na postnatalnim stresoru. Zhorsené kognitivni
funkce u skupiny ovlivnéné matetskou separaci byly po aplikaci MA vyznamné zlepSeny.

Problém tykajici se drogové zavislych t€hotnych Zen je alarmujicim problémem nasi
spole¢nosti. Je nutné si uvédomit, Ze tyto Zeny neublizuji pouze sami sob¢, ale ohrozuji zdravi
a vyvoj svych déti. Uz jen samotné injekéni podani vysoce rizikovych uzivatelek drog
a dale pak jejich chovani po porodu muze kriticky ovlivnit dal$i vyvoj jejich potomki.
Preklinicky vyzkum této problematiky je nezbytny pro poznani miry tohoto poSkozeni
a nalezeni novych moznosti pro jeho zmirnéni. Ackoliv i zde plati, Ze nejlepsi terapie, je

prevence (Holubova a Slamberova 2017).
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