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Souhrn

ADHD je dusevni onemocnéni heterogenniho ptivodu. Pocet pacientt trpicich ADHD
stale nartsta. Presny patofyziologicky ptivod onemocnéni dosud nebyl objasnén. V soucasné
dobé existuje nekolik zvifecich modelit ADHD — genetické modely, farmakologické modely
(etanol, nikotin, Polychlorované bifenyly - PCBs, 1éze 6-hydroxydopaminu) nebo prenatalni
hypoxie.

Metamfetamin (MA) je nejéastji zneuZivany psychostimulant v Ceské republice.
V piipad€ zneuzivani MA téhotnymi Zenami poSkozuje nejen matku samotnou, ale i vyvijejici
se plod. V pifipadé kojeni ovliviluje vyvoj ditéte 1 postnataln€. MA zplsobuje abnormality
placenty a pupecniku, které maji za nasledek hypoxii a malnutrici. Navic nase pfedchozi studie
prokézaly, ze prenatalni expozice MA zpusobila poruchy paméti, zmény v NMDA receptorech
a zmény monoaminergniho systému. Rovnéz jsme v naSich ptedchozich studiich pozorovali
zvysenou lokomo¢ni aktivitu u zvifat prenatalné exponovanych MA. Hyperlokomoce a poruchy
paméti byvaji symptomy i u dospélych a déti s ADHD.

Cilem na$i prace bylo proto zjistit, zda prenatadlni expozice MA vyvola piiznaky
podobné ADHD ve srovnani s prenatalni hypoxii a zda by prenatalni expozice MA mohla byt
pouzita jako animalni model ADHD.

Btezi samice kmene Wistar byly rozdéleny do ¢tyt skupin na zékladé jejich expozice
béhem gestace. 1. skupin€ byl podavan MA v davce Smg/kg, 2. skupiné byl podavan
fyziologicky roztok, 3. skupina byla vystavena hypoxii (10 % O2) na hodinu denn¢ a 4. skupina
byla kontrolni.

Samc¢i potomci byli testovani v n€kolika behavioralnich testech. Testy na pamét’ - Novel
object recognition test a Object location test, test uceni a paméti — Morrisovo vodni bludiste,
test na motorickou aktivitu — Voluntary running test a test na aktivitu v neznamém prostiedi —
Laboras.

Zjistili jsme, Ze prenatalni expozice MA méla za nasledek zvySenou motorickou aktivitu
v testu Voluntary running, OLT a Laboras. Prenatalni hypoxie zptlisobila zvySenou motorickou
aktivitu v testu NORT, OLT a Voluntary running testu a poruchy uceni v Morrisové vodnim

bludisti. V obou ptipadech nelze charakterizovat pouzity model jako zviteci model ADHD.



Summary

ADHD is a mental disorder with a heterogeneous origin. The number of patients
suffering from ADHD is growing. The pathophysiological mechanisms causing ADHD have
not been clarified yet. There are few rat models of ADHD - genetic models, chemically induced
models (ethanol, nicotine, PCBs, 6-hydroxydopamine lesion) or environmentally induced
models (hypoxia).

Methamphetamine is commonly used psychostimulant in the Czech Republic and is
often abused by pregnant women. Methamphetamine may cause abnormalities in placenta and
umbilical cord that result in hypoxia and malnutrition. Our previous studies showed that
prenatal MA exposure leads to memory impairment, changes in NMDA receptors and changes
in monoaminergic system

The aim of the present study was to test whether prenatal methamphetamine exposure
(5 mg/kg) leads to symptoms of ADHD in comparison with prenatal hypoxia.

We found that adult male offspring prenatally exposed to methamphetamine presented
hyperactivity in exploring an unknown environment.

In conclusion, rats exposed to methamphetamine in utero have shown changes in different
types of behavior in adulthood prenatal hypoxia exposure.

Pregnant Wistar rats were divided into four groups based on their gestational exposure: (1)
group was daily administered with subcutaneous injection of MA (5 mg/kg), (2) was injected
with saline in the same time and volume, (3) group was affected by daily prenatal hypoxia (10
% O») for one hour, (4) group was control (without any injection). Male rat offspring were
tested for their short term memory in Novel object recognition test and Object location test, for
their learning and memory in Morris water maze and for their motor activity in Voluntary
running test and in Laboras test for their activity in an unknown environment.

We found that prenatal MA exposure lead to increased motor activity in Voluntary
running test, OLT and Laboras. Prenatal hypoxia caused increased motor activity in NORT,
OLT and Voluntary running test and also caused learning impairment in Morris water maze.

Both prenatal exposure models cannot be confirmed as valid animal models of ADHD.



1. Uvod

Psychiatrickd onemocnéni piedstavuji zdvazny problém nasi spolec¢nosti. Za poslednich
20 let se zvysil pocet déti se zdvaznou poruchou chovani ¢tyinasobné (Piihodova 2011). Mezi
nejcastejsi poruchy chovani patii ADHD, porucha pozornosti ¢i hyperaktivita (Theiner 2012).
ADHD (Attention Deficit nad Hyperactivity Disorder) je heterogenni neurovyvojova porucha
zalozena na kombinaci genetickych a environmentalnich faktor. Mezi jeji projevy patii neklid,
neschopnost vydrzet na jednom misté, problémy s obsluhou sebe sama nebo zapométlivost a
dale pfidruzené poruchy jako dyslexie, dysgrafie nebo dyskalkulie, coz ma za nasledek horsi
vzdélavaci vysledky, popf. hor$i uplatnéni na trhu prace (Ptihodova 2011, Mala 2012).
Prevalence je celosvétové odhadovana na 8-12 % pficemz se Castéji vyskytuje u chlapct
(Ptihodova 2011).

Priciny vzniku tohoto onemocnéni jsou multifaktoridlni, nejvétsi vliv ma
pravdépodobné dédicnost (az 70 %) pfiCemz se nejcastéji jednd o patologii geni kddujici
dopaminové drahy (Gizer et al. 2009). Proto je i dopaminova teorie je jednou z hlavnich teorii
patofyziologie ADHD (Tripp et al. 2008, Volkow et al. 2009). Opiré se i 0 mechanismus u¢inku
1é¢iv schvélenych k terapii tohoto onemocnéni (metylfenidat a amfetamin), které ovliviiuji
dopaminergni pfenos v mozku.

Jako dalsi rizikové faktory ADHD byly popsany: pfedcasny porod, nizka porodni
hmotnost, nizké Apgar skore (Halmeoy et al. 2012). Na patogenezi se podili také
environmentalni faktory - podle nékterych studii je témito pti¢inami zptisobeno 10-40 % vSech
diagnostikovanych ADHD (Sciberras et al. 2017). Sem patii konzumace drog v t€hotenstvi:
prenatalni expozice kokainu (Ackerman et al. 2008, Lambert and Bauer 2012) nebo alkoholu
(Infante et al. 2015, Knopik et al. 2006), také u metamfetaminu (MA) exponovanymi détmi se
rozvinuly nékteré z poruch pozornosti (Kiblawi et al. 2013). Vliv maji i jiné syntetické latky
(organofosfaty, PCBs). (Bouchard et al. 2010, Eubig et al. 2010). Také prenatalni hypoxie mtize
vyvolat ptiznaky podobné ADHD (Wei et al. 2016). Hypoxie-ischemie jsou totiZ primarnimi
pfi¢inami niZ8i porodni hmotnosti, maji za nasledek nedostatecny ptisun nutrientti nebo kysliku
béhem téhotenstvi (Lou 1996, Smith 2016).

Pro testovani ADHD se tedy pouziva nckolik zvifecich modelii — genetické
(,,spontanously hypertensive rats“ (SHR), Wistar-Kyoto rat (WKY), Naples high excitability
rat (NHE) aj.) (Sontag et al. 2010, Russell et al. 2011), farmakologické: prenatalni, tak i
neonatalni hypoxie (Oorschot et al. 2007, Miguel et al. 2015), prenatalni expozice alkoholu
(Gilbertson and Barron 2005).



Soucasné animalni modely jsou velmi heterogenni. Byvaji posuzovany na zaklad¢ tii
kritérii: ,,Face validity®, ,,Construct validity* a ,,Predictive validity” (Russell 2011, de la Pefia
etal. 2018). Je naro¢né urcit, ktery zvifeci model nejlépe reprezentuje onemocnéni nebo néktery
jeho podtyp. Proto se u vétSiny popsanych zvifecich modeli pouziva spise termin ,,ADHD-like
symptoms*®, tedy piiznaky podobné ADHD (Sontag et al. 2010).

MA je jednou z nejcastéji zneuzivanych drog na svété. V soucasné dobé je MA v USA
distribuovan pod obchodnim nazvem Desoxyn®, produkovén italskou spoleénosti Recordati.
Indikovan je pii terapii ADHD a obezity. MA je druha nejrozsifendjsi droga v CR po konopi.
Ve veékové skupiné 15 az 34 let se odhady uzivatelt MA podle dostupnych udaji pohybuji
okolo 3,6 %. Vétsinu zavislych tvoti muzi (2,6 %) (Mravcik et al. 2007, Mrav¢ik 2019).

MA patfi mezi psychomotorickd stimulancia. Snadno prostupuje plazmatickou
membranou bun€k, placentarni bariérou a také hematoencefalickou bariérou (Dattel 1990).
Biologicka dostupnost zavisi na zplisobu uziti, nejvyssi je pfi intraven6znim uziti (az 100 %),
(Cruickshank and Dyer 2009). Amfetaminy jsou diky své strukturni podobnosti s riznymi
neurotransmitery (DA, NA, serotonin) schopné aktivovat jejich receptory v CNS i na periferii
a tim zpiisobit nezaddouci i1 Zivotu nebezpecné stavy (Panenka et al. 2013). Akutni Ga¢inky MA
na CNS jsou stimula¢ni. Pro tyto u¢inky je MA zneuZivan (Cruickshank and Dyer 2009). Jeho
uzivatelé vsak trpi bludy, halucinacemi, agresi stereotypnim chovanim (Albertson et al. 1999,
Bell 1973, Murray 1998). Opakovand expozice amfetaminim vede k poSkozeni
dopaminergnich a serotoninergnich axoni (Riddle et al. 2006). MA také v akutni fazi zvySuje
krevni tlak, zvySuje tepovou frekvenci, coZ se projevi bolesti na hrudi, srdeni arytmii,
hypertenzi, zptsobi vasokonstrikci cév mozku a koronarnich tepen a také bronchodilataci.
(Kaye et al. 2007). MA byva zneuzivan i1 téhotnymi Zenami pro své anorektické Uc¢inky
(Marwick 2000). Navzdory zvySujici se prevalenci uzivani MA mezi drogové zavislymi Zenami
v reprodukénim véku, dat z vyzkumil v této oblasti médme stile malo (Metz et al. 2019, Perez
et al. 2022).

Byly popsany abnormality CNS po prenatalni expozici MA u ¢lov€ka (Maya-Enero et
al. 2018). Dale zplsobuje opozdéni psychomotorického vyvoje, zejména u chlapci a
neurokognitivni deficity — konkrétné poruchy paméti a pozornosti (Chang et al. 2004, Chang et
al. 2007).

Co se ty€e ucinkil na animalni model MA je pro zvifata teratogenni latka (Kasirsky et
al. 1971). MA podavany v davkach 5 mg/kg odpovida koncentracim u plodu drogoveé zavislych
matek (Acuff-Smith et al. 1996). MA podavany opakované ve vyssich davkach (20, 50 mg/kg)

vedl k umrti bfezich samic nebo samovolnému potratu (Acuff-Smith et al. 1996). Samice,
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kterym byl v dob¢ bfezosti podavan MA, mély kratSi dobu biezosti, jejich ptfirtstek na vaze
béhem biezosti byl nizsi nez u kontrolnich skupin (Slamberova 2012). MA ovliviuje vyvoj
jedince negativné nejen piimo, ale i skrze zhorSenou péci zavislé matky o potomstvo béhem
laktace (Malinova-Sevéikova et al. 2014). Zpisobuje poruchy pupeéniku a tim negativné
ovliviiuje placentarni zasobeni plodu (Vaviinkova et al. 2001), coz vede k hypoxii a malnutrici
plodu a nésledné i nizké porodni hmotnosti, ktera je jednim z hlavnich rizikovych faktort
ADHD (Henriksen et Clausen 2002).

Nase ptfedchozi studie prokazaly poruchy vyvoje plodu ovlivnénim mezolimbického
dopaminergniho systému (Bubenikova-Valesova et al. 2009), zménam v expresi podjednotek
NMDA receptort v hippokampu (Slamberova et al. 2014), dale potomstvo dosahovalo horsich
vysledk v testech negativni geotaxe, a vzpfimovaciho reflexu nebo snizeni spontdnni
motorické aktivity a explorace (Hruba et al. 2008, Malinova-Sevéikova et al. 2014, Slamberova
et al. 2005) nebo 1 vedl k poruchdm paméti a dalSich kognitivnich funkci u dospélych jedincii
(Fialové et al. 2015).

Hypotéza a cil prace

Na zékladné zjisténi predchozich studii nasi laboratoie jsme definovali hypotézu, ze
prenatalni expozice MA miiZze vyvolat podobné symptomy jako ADHD a muze byt tudiz
pouzita jako model.

Ptesto, Ze jiz bylo publikovdno mnoho studii dokazujicich negativni u¢inky MA na
potomky drogove zavislych matek, dosud nebylo zjisténo, zda tyto expozice MA vyvola ptimo
symptomy podobné ADHD. Jelikoz jak zminéno vySe, mize MA vyvolavat zmény v pupecniku
a placenté a nasledné tedy prenatalni hypoxii a snizeni vyzivy plodu, pfedpokladame, ze to by
mohl byt mechanismus t¢inku prenatalni expozice MA vedouci k podobnym symptomiim jako

u ADHD. Proto jsme se rozhodli porovnat vliv prenatalni expozice MA s prenatalni hypoxii.

Nasim cilem bylo:

1. Zjistit, zda prenatalni expozice MA vyvola zmény podobné ADHD za pouziti behavioralnich
testd.
2.Porovnat vysledky z jiz pouzitym modelem ADHD - prenatdlni hypoxii.

3. Analyza vysledki a dat. Vyvozeni zavért a celkového vyznamu pro spolecnost.



3. Material a Metodika

D-metamfetamin hydrochlorid byl podavan bfezim samicim kmene Wistar (s.c.)
v davce 5 mg/kg po celou dobu biezosti (tato davka vyvola podobné zmény chovani jako u
drogové zavislych, také ji standardné pouZivame v naSich experimentech) (Slamberova et al.
2005). Dalsi skupiné byl podavan fyziologicky roztok (1mg/kg) po celou dobu biezosti. 4.
Skupina byla vystavena vlivu prenatalni hypoxie (10 % Oz) (H) vzdy v 30s cyklech po 1
hodinu denné od 4. do 21. dne biezosti. Pouzili jsme modifikovany model dle Wei et al. 2016.

Posledni skupina byla kontrolni.

Skupina Prenatalni aplikace Davka/koncentrace
l. MA 5 mg/kg
2. SA 1 ml/kg
3. Hypoxie 10 % Oz
4. Kontrola 21 % Oz

Tab.1. Experimentalni skupiny

21. den bfezosti byly samice separovany do ,matefskych® kleci. Den porodu byl
oznacen jako PD 0. Pocet mlad’at v hnizd¢ byl upraven na 12. Matky byly s mlad’aty ponechany
ve standardnich laboratornich podminkach. V PD 21 byla mlad’ata od matek odstavena a

umisténa do kleci po 4 jedincich az do doby behavioralnich testt.

3.1.Behavioralni testy

a. Novel object recognition test (NORT)

NORT slouzi k otestovani kratkodobé pameéti. Test byl proveden v PD (35-38) podle schématu
(Fialova et al. 2015). Jedna se o test na trénovani kratkodobé paméti. NORT se sklada ze tii
Casti: habituace, trénink a testovani. Test probihal v tmavé mistnosti za pouZiti infraerveného
svétla pfi natdCeni. Vyhodnoceni bylo provedeno za pouziti programu Ethovision XT7. Z
namétenych hodnot jsme spocitali tzv. Investigacni ratio (IR). Také jsme sledovali frekvenci
navstévovani nového a starého objektu, celkova délka stravena u objektl, délka trajektorie a

rychlost pohybu.



b. Object location test (OLT)

Dalsi skupina zvifat byla pouzita k OLT. Tento test slouzi k testovani kratkodobé
prostorové paméti (Ennaceur et al. 1997) a taktéz jsme pouzili jiz diive pouzité schéma (Fialova
et al. 2015). OLT byl proveden v PD 40-43. Sklada se také ze tfi Casti: habituace, trénovani,
které jsou identické, jako u NORT. Tieti ¢ast se li§i zmeénou polohy objektu. Vyhodnocované

parametry jsou identické, jako u NORT.

c¢. Voluntary Running

Tento test slouzi k méfeni pohybové aktivity u zvitat (Persson et. al 2004). Samci byli
testovani v klecich s vlozenym béhatkem. Zvitata byla do klece vloZena ttikrat, vzdy na dobu
peti dntl, a to v PD 21 (tedy PD 21-PD 25), PD 30 (tedy PD 30-PD 34), a PD 90 (tedy PD 90-
PD 94). V PD 21 i v PD 30 byla zvitata vkladana do klece ve skupiné osmi sourozencii. V PD

90 byla zvifata uz do kleci vkladdna samostatné, po jednom z kazdé skupiny.

d. Laboras
Laboras je zafizeni, které slouzi k dlouhodobému monitorovani chovéni malych
hlodavct (Schutova et al. 2013). Zafizeni automaticky vyhodnocuje pohybovou aktivitu
potkana. Test je provadén v tmavém prostiedi. Na toto jsou zvitata 14 dni pfedem habituovana
(tzv. obraceny rezim). Zvife jsme vlozili do zafizeni na dobu 1 hodiny a aktivita byla

zaznamenavana v Sesti 10- minutovych intervalech.

e. Morrisovo vodni bludisté

Morrisovo vodni bludisté slouzi k testovani kognitivnich funkci (uceni a pamét’) (Morris
1984). Doba testovani je 12 dni, prvnich 6 probihd uceni, 8. den jsou zvifata umisténa do bazénu
bez ostrivku (tzv. Probe test) a 12. den pak probiha test paméti. Plavani potkani bylo
zaznamenavano kamerou a hodnoceno automaticky systémem Ethovision XT10. Hodnotili
jsme ,,search error neboli chybu hledani, celkovou uplavanou trajektorii, latenci, strategie —
tigmotaxi a skenovani a rychlost plavani. V Probe testu jsme hodnotili celkovou uplavanou
trajektorii, rychlost plavani, ¢as straveny v kvadrantu s ostritvkem (SV), frekvenci vstupti do

kvadrantu a kifizeni polohy ostriivku.
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4. Statisticka analyza dat

Pii statistickém vyhodnoceni dat jsme nejdiive urcili, jestli bylo rozlozeni dat
v jednotlivych skupindich normalni (Gaussovské). Data byla analyzovana pomoci
parametrického testu pro 3 a vice skupin. Za signifikantni jsme povazovali rozdily p<0,05.
Vitestu NORT a OLT jsme pouzili jedno-faktorovou ANOVU (Prenatalni expozice)
anaslednym Bonferroniho post-hoc testem. V testu ,,Voluntary running® jsme pouzili
jednofaktorovou ANOVU (Prenatadlni expozice) a naslednym Fischerovym post-hoc testem.
V testu Laboras jsme naméfena data vyhodnocovali v 6 10-minuotvych intervalech. Data jsme
hodnotili jednofaktorovou ANOVOU (Prenatalni expozice) s opakovanym méfenim
a ndslednym Bonferroniho post-hoc testem.
V testu uceni jsme pouzili jednofaktorovou ANOVU (Prenatalni expozice) s vicelroviiovym
opakovanym méfenim (Dny x Pokusy) a naslednym Bonferroniho post-hoc testem. ,,Probe” test
jsme vyhodnocovali pomoci jednofaktorového ANOVA testu (Prenatalni expozice)
s naslednym Bonferroniho post-hoc testem. Pii vyhodnoceni testu paméti jsme pouzili
jednofaktorovy test ANOVA (Prenatdlni expozice) sopakovanym métenim (Pokusy)

a ndslednym Bonferroniho post-hoc testem.

5. Vysledky
5.1.Novel object recognition test (NORT)

Statisticky vyznamné vysledky byly zaznamenany v parametru vzdalenosti. Zvitata
vystavena vlivu prenatalni hypoxie urazila vétsi vzdalenost nez zvitrata vystavena vlivu SA a
MA. Zvitata vystavena vlivu SA urazila vétSi vzdalenost neZ zvifata kontrolni skupina.
Statisticky signifikantni vysledky jsme zaznamenali také u rychlosti, jakou se jedinci
pohybovali. Jedinci prenatalné vystaveni vlivu hypoxie se pohybovali rychleji, nez jedinci
vystaveni vlivu SA a MA. V parametru IR, tedy hlavnim parametru hodnoceném pii NORT
testu jsme nezjistili statisticky vyznamné rozdily u zadné skupiny zvitat. Vysledky u parametru
frekvence navstévovani nového objektu byly statisticky vyznamné. Jedinci prenatalné

vystaveni hypoxii navstévovali novy objekt ¢astéji nez jedinci vystaveni vlivu prenatalniho SA.

5.2. Object location test (OLT)

Statisticky vyznamné rozdily jsme zaznamenali v parametru vzdalenosti, kterou jedinci
urazili. Jedinci vystaveni vlivu prenatdlni expozice MA urazili vét$i vzdalenost nez kontrolni

skupina a jedinci vystaveni hypoxii urazili vét§i vzdalenost nez kontrolni skupina. Rozdily
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v rychlosti, kterou se jedinci pohybovali, nebyly statisticky vyznamné u zaddné sledované
skupiny. V parametru IR se hodnoty pfiblizily vyznamnosti pouze mezi skupinami SA a

hypoxii. Ostatni sledované parametry nebyly statisticky vyznamné.

5.3.Voluntary running

Statisticky vyznamné rozdily jsme zaznamenali ve v§ech sledovanych obdobich. Ve 21.
PD jedinci prenatalné vystaveni hypoxii urazili vétsi vzdalenost nez jedinci vystaveni vlivu SA
a kontrolni skupina. Ve 30. PD jedinci vystaveni vlivu prenatalniho MA urazili vétsi vzdalenost
nez jedinci prenatalné vystaveni vlivu SA a kontrolni skupina. Jedinci prenatdlné vystaveni
hypoxii urazili vétsi vzdalenost nez jedinci vystaveni vlivu SA a kontrolni skupina. V 90. PD
jedinci vystaveni vlivu prenatalniho MA urazili vétsi vzdéalenost nez kontrolni skupina. Jedinci
prenatalné vystaveni hypoxii urazili vétsi vzdalenost neZ jedinci vystaveni vlivu SA a kontrolni
skupina. Podobn¢ jako v 30. PD jedinci méli jedinci skupiny MA tendenci ub&hnout vétsi

vzdalenost nez SA skupina, ale tento vysledek nebyl vyznamny.

5.4.Laboras

Prenatalni aplikace MA vyznamné ovlivnila délku Casu, ktery jedinci stravili lokomoci
v neznamém prostiedi. Jedinci prenatalné vystaveni MA stravili vice ¢asu lokomoci nez jedinci
vystaveni prenatdlni aplikaci SA a neZ kontrolni skupina. TaktéZ prenatdlni aplikace MA
vyznamn¢ ovlivnila délku ¢asu, ktery jedinci stravili bez pohybu. Jedinci vystaveni vlivu MA
stravili vyrazné méné Casu bez pohybu neZ kontrolni skupina. Déle prenatalni aplikace MA
ovlivnila délku cCasu, ktery jedinci stravili ¢isténim se. Jedinci vystaveni vlivu MA stravili
vyrazné vice Casu CiSténim se nez kontrolni skupina. Rozdily v ostatnich parametrech nebyly

statisticky vyznamné.

5.5. Morrisovo vodni bludisté

Prenatalni expozice neovlivnila u zvifat délku uplavané trajektorie ani rychlost plavani
v procesu uc¢eni v Morrisové vodnim bludisti. Prenatalni expozice MA a SA m¢la vliv na latenci
tedy cas, ktery zvirata stravila hledanim ostriivku. Jedinci prenatalné exponovani MA stravili
hledanim ostriivku méné €asu nez jedinci prenatalné exponovani SA nebo Hypoxii. Prenatalni
expozice MA a SA dale ovlivnila chybu hledani. Jedinci prenatalné exponovani MA méli mensi
chybu hledani neZ jedinci prenatalné exponovani SA nebo Hypoxii.

Co se tycCe strategii pouzitych pii hledani ostrtivku, jedinci vystaveni prenatalnimu vlivu

hypoxie pouzivali k hledani ostritvku tigmotaxi ¢astéji nez jedinci vystaveni prenatalnimu vlivu
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MA. Jedinci vystaveni prenatadlnimu vlivu hypoxie také mnohem méné Casto pouzivali
k hledani ostrivku strategii skenovani v porovnani s jedinci vystavenymi prenatdlné¢ MA a
kontrolni skupinou.

Probe test

Prenatalni expozice ovlivnila u zvitat v ,,Probe* testu v Morrisové vodnim bludisti délku
uplavané trajektorie. Jedinci prenatdlné exponovani MA uplavali delsi vzdéalenost nez jedinci
prenatalné¢ exponovani SA. Kontrolni skupina jedinct uplavala vétsi vzdalenost nez jedinci
prenatalné exponovani SA. Rychlost plavani byla taktéz ovlivnéna prenatalni expozici. Jedinci
prenataln¢ exponovani MA plavali vétSi rychlosti nez jedinci prenatadlné exponovani SA.
Kontrolni skupina jedinci plavala vétsi rychlosti nez jedinci prenatalné exponovani SA.

Cas straveny v SV kvadrantu, tedy kvadrantu kde byl umistén ostrivek v testu uéent,
byl taktéz ovlivnén prenatdlni expozici. Jedinci prenatdlné exponovani MA stravili v SV
kvadrantu vice ¢asu nez jedinci prenatalné exponovani hypoxii. Jedinci prenatalné exponovani
SA stravili v SV kvadrantu vice ¢asu nez jedinci prenatalné exponovani hypoxii.

Frekvence vstupti do SV kvadrantu, byla taktéz ovlivnén prenatalni expozici. Jedinci
prenatalné¢ exponovani MA vstupovali do SV kvadrantu castéji neZ jedinci prenatalné
exponovani hypoxii. A také jedinci prenatalné exponovani MA vstupovali do SV kvadrantu
Castéji nez jedinci prenatdlné exponovani SA. Frekvence kiizeni ostrivku nebyla prenatalni
expozici ovlivnéna.

Test paméti

Prenatalni expozice neméla Zadny vliv na test paméti v Morrisové vodnim bludisti.

6. Diskuze

6.1.NORT a OLT

Data v naSem pfipad¢ neprokazala Zadné vyznamné rozdily v IR, ktery je hlavnim
hodnoticim parametrem u obou testd. Nebyly tedy pozorovany zddné poruchy paméti u
dospivajicich zvitat v obou testech paméti (NORT a OLT), které jsme provedli. Zaznamenali
jsme pouze jeden statisticky vyznamny vysledek. U testu NORT navstévovali jedinci vystaveni
hypoxii novy objekt ¢astéji nez jedinci prenatalné vystaveni SA, vice ¢asu zkouméanim objektu
ale nestravili. Statisticky vyznamné rozdily jsme ale zaznamenali v dalSich parametrech —
rychlosti a vzdalenosti. Jedinci vystaveni prenatdlnimu vlivu hypoxie se pohybovali v testovaci

arén¢ rychleji a také urazili v&tsi vzdalenost nezZ jedinci vystaveni vlivu SA nebo MA v testu
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NORT. Jedinci vystaveni vlivu hypoxie a MA urazili za stejny ¢asovy usek vétsi vzdalenost
v testu OLT v porovnani s kontrolni skupinou.

Co ztdchto nagich zjisténi vyplyva? Castéjsi nav§tévovani nového objektu jedinci
s hypoxii mizeme dat do souvislosti s dalSimi vysledky ziskanymi v testech - tedy zvysSené
pohybové aktivité jedinct. Co se tyce vysledki v této oblasti, nase zjisténi se shoduji se zavery
predchozich studii. Podle jedné z piedchozich studii byla u potkani vystavenych vlivu
prenatalni hypoxie zjiSténa zvysSend pohybova aktivita, i kdyz byli tito na prostfedi arény
piedem habituovani. U potkant vystavenych vlivu prenatalni hypoxie byly pozorovany zmény
chovani v open-field testu. Samci vykazovali znamky hyperaktivity (Hermans et al. 1992) nebo
u nich byla pozorovéana zvysena anxieta a nevykazovali znamky habituace na neznamé prostredi
(Sab et al. 2013). Obdobné druhy hyperaktivity byly popsany také po prenatalnim hypoxickém
inzultu, ktery trval pouze jeden den (17. den gestace). V dospélosti pak potomcei vykazovali
spontanni motorickou hyperaktivitu a také hyperaktivitu pii exploraci nezndmého prostiedi
v open-field testu. Na rozdil od nasich vysledkt u nich byly popsany i poruchy kratkodobé
paméti. Hypoxie zpusobila poruchy bilé hmoty v mozkové kiife v corpus callosum a
mozkovém kmeni, ale ne v motorické kiite (Delcour et al. 2012). Hyperaktivita v open-field
testu po prenatalni hypoxii byla rovnéz popsana u velmi mladych jedinct (PD 15) (Cai et al.
1999). Existuje ale i studie, kterd u mlad’at po prenatalni hypoxii (PD 21-24) naopak popisuje
hypoaktivitu. Spojitost mezi hyperaktivitou a prenatalni hypoxii tak tato studie nepotvrdila
(Zhuravin et al. 2019). Rozdilné vysledky souvisi velmi pravdépodobné s pouzitym modelem
hypoxie.

Prenatalni hypoxie zplsobila poruchy v maturaci neuronti a zvySila neurodegeneraci
v kortexu a striatu u jedinci starych mésic, avsak tyto strukturdlni zmény nebyly u dospélych
jedincii uz pozorovéany (Dubrovskaya and Zhuravin 2010).

Naopak jedinci vystaveni prenatalni aplikaci MA v davce 5 mg/kg hyperaktivitu
v pohybu po aréné€ vykazovali pouze u OLT testu. V tomto experimentu tedy dochézi k ¢aste¢né
shodé s nasimi pfedchozimi studiemi, kdy prenatalni expozice MA neovlivnila chovéni potkanti
v open-field testu ani testu anxiety (Schutova et al. 2009), naopak studie jinych autord jsou ve
shod¢ s naSimi soucasnymi zjisténimi (Diaz et al. 2014). V tomto experimentu byli testovani
dospéli jedinci, zatimco v naSem ptipadé se jednalo o adolescenty. Roli tedy miize hrat i
vyzravani nervove soustavy.

V naSem experimentu nebyla prokazana zaddna porucha paméti v NORT nebo OLT
testu, coz je v rozporu s nasimi predchozimi vysledky. Avsak v této studii jsme testovali jedince

dospivajici — adolescenty, zatimco v pfedchozi studii Fialové et al. 2015 byla pouzita dosp¢€la
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zvifata. Maturace hipokampu by mohla byt jednim z vysvétleni tohoto zjisténi. Poruchy uceni
a paméti po prenatalni aplikaci MA byly u dospélych jedinct prokazany i v dalSich studiich
(Acuff-Smith et al. 1996, Williams et al. 2003, Herring et al. 2008).

Hippokampus potkanii a ¢lovéka méa anatomicky podobnou strukturu. LiSi se vSak
hlavnimi funkcemi. U potkanti se podili na prostorové orientaci, kratkodobé, strednédobé i
dlouhodobé paméti (Kesner et al. 2010). Vliv na dozravani hipokampu a jeho cytoarchitekturu
ma u potkantl i mateifska péce (Liu et al 2000). U ¢lovéka i u potkanti dochézi k postnatalnimu
dozravani hipokampu. Zatimco vétSina pyramidovych bunék vznika prenataln€, granuldrnich
bunék je v gyrus dentatus u potkani postnatalné ptitomno pouze 15 % (Diamond 1990). Rist
a dozravani jednotlivych ¢asti hipokampu je ukoncen béhem prvnich 2 tydni postnatalniho
vyvoje. V 90 PND je uz hipokampus pln¢ vyvinuty (Abdelrahim and Eltony 2011). U ¢lovéka
je oproti tomu 80% granularnich bun€k gyrus dentatus vytvoteno jiz pted porodem (Rakic and
Nowakowski 1981).

Fakt, Ze v naSem experimentu nebyla prokdzana souvislost mezi prenatdlni hypoxii a
poruchami paméti je v rozporu s vysledky jinych autori (Cunha-Rodrigues et al. 2018,
zméndm hipokampu, konkrétné ke zménadm v CA1 oblasti (Zhuravin et al. 2009). Stejny autor
také v dalsi ze svych studii prokazal, Ze prenatalni hypoxie vyvoldna 14. den gestace ovlivnila
synapse v hipokampu a také kognitivni funkce spojené s hipokampem. Konkrétné se jednalo o
naruseny bazalni synapticky pfenos v CA1-CA3 synapsich u mladych jedinct, také pokles
hladin GluN2B podjednotek NMDA receptoru. Tyto zmény vedly k signifikantnim deficitim
v NORT testu (Zhuravin et al. 2019). Prenatalni hypoxie dale podle jiné studie sniZila expresi
tti podjednotek NMDA receptoru v hipokampu (Wei et al. 2016)

Spojitost mezi anatomickymi zménami hipokampu a vznikem ADHD byla prokazana
v fadé€ studii. U déti trpicich ADHD bylo méfenim magnetickou rezonanci prokézano, ze maji
vetsi objem hipokampu nez béznd populace, a to bilateralné. Pravdépodobné se jedna o
kompenzacni odpovéd’ na pritomnost poruch vnimani ¢asu nebo neustalé hledani stimuld, které

jsou spojeny s ADHD (Plessen et al. 2000).

6.2.Voluntary running test
Nase vysledky prokazaly, ze prenatalni expozice MA v davce 5 mg/kg a také prenatalni
hypoxie vedla ke zvySené motorické aktivité jedinci ve 30 PD. V90 PD jsme sledovali

podobnou tendenci.
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Prenatalni aplikace MA zpiisobuje trvalé zmény CNS. Aplikace MA, zejména v 1. a 3.
trimestru ma trvalé nasledky zejména na serotoninergni i dopaminergni systém, které ovliviuji
uceni a vyvoj mozku. MA ovliviiuje CNS skrze zvySeni katecholamind v cytosolu neurontl.
Zvyseni koncentrace katecholamint je zptisobeno niz§im mnozstvim DA a NA na synapsich,
jejich reaktivni metabolity navic produkuji volné radikaly, které¢ poSkozuji DNA a zptsobuji
apoptézu bunék (Quinton and Yamamoto 2006). Nizsi davky MA (2-5 mg/kg) zptsobily
snizeni absorpce DA a serotoninu, zatimco vyssi davky (10 mg/kg) zvysily vychytavani DA i
serotoninu (Won et al. 2001). U dospélych jedinct prenatalné¢ (mezi 7. a 18. dnem biezosti)
exponovanych MA bylo prokdzéno zvySené uvolnovani DA ve striatu (Heller et al. 2000).
V jednom z naSich pfedchozich experimentii byly prokazany vyssi hladiny DA v nucleus
accumbens u potkanil prenatalné exponovanych MA (Bubenikova-Valesova et al. 2009).

Neexistuji zadné biologické markery spojované s ADHD, existuji pouze urcité pruvodni
znaky, které se vyskytuji u ¢asti pacienti s ADHD (Medin et al. 2019). Jeden znich je
dysfunk¢nost dopaminergniho systému v CNS. Dysfunkénost dopaminergniho systému
zpusobuje mimo jiné také nedostatek motivace, ktery je rovnéz jeden z priivodnich jevii ADHD
(Volkow et al. 2011).

U dalSich zvifecich modeli ADHD, jako napf. SHR nebo NHE byly taktéz prokazany
zmény v dopaminergnim systému. U juvenilnich SHR byly prokazany zvysené hladiny DA ve
striatu a prefrontalnim kortexu spolecné s upregulaci D1 receptora v prefrontadlnim kortexu a
hypofunkci D2 receptorii. Také u nich byla prokazdna hyperexprese integralniho DAT
zodpovédného za clearance DA (Viggiano et al. 2004).

Existuji modely mysi vykazujici spontanni hyperaktivitu ve ,,Voluntary runnig* testu,
avSak nevykazuji zadné jiné poruchy chovani spojované s ADHD (Rhodes et al. 2001).
Podavani apomorfinu (neselektivni DA agonista) vedlo u tohoto kmene mys$i k vymizeni
hyperaktivity, podani SCH 23390 (selektivni D1 antagonista) vedlo k sniZeni aktivity u
kontrolnich, nikoli u selektované hyperaktivni linie mys$i. Blokatory DAT receptori —
amfetamin, kokain a GR13909 snizily aktivitu u selektované linie, nikoli u kontrolni skupiny.
Hyperaktivita mtize byt tedy spojend s poruchou dopaminergni transmise, konkrétné¢ DI
receptoru a DAT (Rhodes and Garland 2003).

Nase vysledky také ukazaly, ze prenatalni hypoxie vedla ke zvySené motorické aktivité
jedinct ve vSech tfech sledovanych obdobich Zivota. Zvysena lokomo¢ni aktivita byla u zvitat
prenatalné exponovanych hypoxii zjiSténa i v jinych studiich (Hermans et al. 1992), naSe
zjisténi ohledné vlivu prenatalni hypoxie na hyperaktivitu potkani jsou tedy v souladu

s ptedchozimi.
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6.3. Laboras

Nase vysledky ukézaly, ze prenatalni expozice MA v davce Smg/kg vedla ke zvySené
motorické aktivité jedincti v nezndmém prostiedi. Toto zjiSténi je v rozporu s vysledky z naSich
ptedchozich studii, které ptimy vliv prenatdlni expozice MA na chovani samcli v neznamém
prostiedi nepotvrdily (Schutova et al. 2009, Schutova et al. 2010, Schutova et al. 2013).
Dokonce jsme predpokladali, ze zmény vyvolané prenatalni expozici MA jsou patrné pouze
v obdobi raného postnatalniho vyvoje (Hruba et al. 2008) a nepfetrvavaji do dospélosti
(Schutova et al. 2009). Tento vysledek nas tedy ptekvapil.

Nabizi se zde srovndni s prenatalnimi €¢inky amfetaminu, tedy drogy, od které je MA
odvozen. V pifipadé amfetaminu totiz existuje n€kolik studii, které popisuji vliv prenatdlni
aplikace amfetaminu na zvySenou motorickou aktivitu jedinci (Middaugh et al. 1974,
Hitzemann et al. 1976). Stejn¢ tak ale existuji i studie, které tento vliv nepotvrdily (Vorhees
1985). Také podle Monder 1981 nevedla prenatalni aplikace této drogy ke zménam aktivity
jedincti v testu open-field. Zmény chovani zptisobené amfetaminem jsou, stejné¢ jako u MA
ptipisovany jeho vlivem na monoaminergni systém (Tan 2003) Podle jedné studie méla
prenatdlni expozice amfetaminu vliv na denzitu dopaminovych receptorli zejména
v dorsolateralni arei putamen a v nucleus accumbens, a dale také vedla ke snizeni lokomoce u
téchto jedinct (Flores et al. 2011).

Také v ptipadé MA existuji ale studie, které jeho vliv na aktivitu jedincii potvrzuji.
Jedna se v8ak o utlumujici efekt pozorovany u mlad’at (Sato and Fujiwara 1986). Lokomoce je
ovliviiovana zejména mezolimbickym dopaminergnim systémem. Jak uz bylo zminéno, v jedné
z nasSich predchozich studii jsme prokazali, ze prenatalni expozice MA zplsobi u samct
zvySenou hladinu DA v nucleus accumbens (Bubenikova-ValeSova et al. 2009). Hlavni funkci
DA je modulovat rychlou ionotropni synaptickou neurotransmisi zprostiedkovanou
glutamatem. Dalsi studie pak prokazala, Ze injek¢ni aplikace DA do nucleus accumbens, tedy
terminalni ¢asti mezolimbického dopaminergniho systému, vedla u potkant k stimulaci
lokomoce. Efektivnéjsi ve stimulaci lokomoce byla uz jen aplikace d-amfetaminu do nucleus
accumbens (Pijnenburg et al. 1976).

Co se tyCe vysledkit u hypoxickych jedinct, naSe vysledky neprokédzaly zadné
statisticky vyznamné zmény chovani v experimentu Laboras. Tato zjiSténi jsou v rozporu
s pfechozimi studiemi vénujicimi se vlivu prenatalni hypoxie. AvSak nami pouzity model
prenatalni hypoxie neni totozny, jako v téchto experimentech. Prenatdlni hypoxie zvySuje

hladinu kortikosteronu, ktera ma za nasledek snizeni glukokortikoidnich receptori mimo jiné 1
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v hipokampu (Vetrovoy et al. 2021). Jina studie prokazala, Ze prenatalni hypoxie v 14. - 16.
dnu gestace vyvolana snizenym mnozstvim kysliku po dobu 3 hodin ovlivituje chovani mlad’at

(samcii 1 samic) v open-field testu (Vataeva et al. 2005).

6.4.Morrisovo vodni bludisté

Z nasich vysledkt vyplyva, ze prenatalni expozice MA a prenatalni hypoxie nem¢ély
zadny vliv na délku uplavané trajektorie ani na rychlost v testu uceni. Dale jsme prokazali, ze
proces uceni byl zhorSen u prenatalni expozice SA a hypoxie ve srovnani s prenatalni expozici
MA. Byla zjisténa prodlouzena latence, tedy doba, po jakou jedinci ostriivek hledali. Totozné
vysledky jsme zaznamenali i u chyby hledani. Tato zjiSténi jsou ve shod¢ s nasimi predchozimi
vysledky, kdy bylo taktéZ zjisténo, Ze prenatalni expozice MA nemad vliv na rychlost plavani,
délku trajektorie ani latenci v procesu uceni (Schutova et al. 2008, Hruba et al. 2010,
nizké davky (5 mg/kg) MA u potkanti na proces ucenti, ale naopak prokdzala vliv vyssich davek
(15 a 20 mg/kg). Podle Aghazadeh et al. 2022 vSak prenatalni expozice MA na proces uceni
v Morrisové vodnim bludis$ti ma. Konkrétné se podafilo prokazat vliv na prodlouzeni doby
latence u adolescentnich jedinct (PD 21).

Jak uz bylo zminéno v Gvodu, existuji studie potvrzujici vliv prenatalni expozice MA
na proces uceni u ¢lovéka. DéEti ve véku 6-7 let prenatalné exponované MA vykézaly horsi
vysledky v testech uc¢eni nez zdravé kontroly. Problémem studie vSak byl fakt, ze n€které matky
uzivaly béhem téhotenstvi 1 dalsi latky (alkohol a tabék), které mohly mit také negativni dopad
na vysledky déti (Kwiatkowski et al. 2018).

Co se tyce prenatalniho vlivu SA, bylo prokdzano, Ze injekce placeba podavana biezim
samicim miiZe zptisobit stres a nepfimo tim ovlivnit vyvoj mladat (Slamberova et al. 2002).
Stres je taktéz spojeny s vysSimi koncentracemi glukokortikoidt. Jejich vyssi koncentrace je
zodpovédna za bunécnou smrt v gyrus dentatus. Timto mechanismem muze byt ovlivnéna
funkce hipokampu (Gould et al. 1991). K podobnym zavérim dosly i dalsi studie. Prenatalni
stres zhorsil vysledky v Morrisové vodnim bludisti u dospélych samcii. U samic pak byla
zjiSténa vyssi hladina kortikosteroidi a nizsi hladina kortikosteroidnich receptort v hipokampu
(Szuran et al. 2000). V dal$im experimentu s pouzitim prenatalniho stresu byly také zméteny
vy$si hladiny kortikosteroidi (Modir et al. 2014).

Dale jsme zaznamenali statisticky vyznamné rozdily v pouzitych strategiich pti hledani

ostrivku. Jedinci vystaveni prenatalnimu vlivu hypoxie pouZzivali k hledani ostrivku tigmotaxi
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castéji nez jedinci vystaveni prenatdlnimu vlivu MA. Dale také jedinci vystaveni prenatalnimu
vlivu hypoxie mnohem méné casto pouzivali k hledani ostrivku strategii skenovani
v porovndni s jedinci vystavenymi prenatdlné MA a kontrolni skupinou.

Tigmotaxe je jeden z nejcastéjSich typt chovani, které se vyskytuje u hlodavca pfi
exploraci nezndmého prostiedi. Je povazovana za jeden z ptiznakl anxiety nebo piimo strachu
(Huang et al. 2012). Jedna se o plavani po okraji bazénu, kdy jedinec vstupuje do stfedu pouze
ojedin¢le. Tento typ strategie je charakteristicky pro prvni dva dny procesu uceni. Naopak
strategie skenovani pfedstavuje neorganizované plavani uprostied bazénu, kdy k nalezeni
ostrivku dochdzi nahodné. Tato strategie se vyskytuje 3-4. den uceni (Janus 2004). Pokud tedy
jedinec pouziva k nalezeni ostrivku tigmotaxi i v dalSich dnech, zfidka kdy se mu to podafi.
Timto byva proces udeni narusen. Casto tak etnost vyuZiti tigmotaxe jako strategie hledani
ostrivku pfimo souvisi s parametry latence a chybou hledani (Goodman and MclIntyre 2017).
A pfesné tak je tomu 1 v naSem piipadé€, kdy jedinci vystaveni prenatalni hypoxii Castéji
pouzivali tigmotaxi, méné¢ skenovani, meli prodlouzenou dobu latence nalezeni ostrivku a
Castéj$i chybu hledani.

Nase vysledky tedy prokazuji, Ze prenatdlni hypoxie zplisobila poruchy uceni a zmény
v strategiich hledani ostriivku. K podobnym zavérim dosly i predchozi studie (Wei et al. 2016).
Prenatalni hypoxie vyvolana v 17. gestacni den operativné na dobu 30 minut, zptsobila
prodlouZeni doby latence v Morrisové vodnim bludisti. Prenatalni hypoxie méla taktéZ vliv na
sniZeni exprese a aktivity NO-syntazy v mozku (Cai et al. 1999). Inhibice NO-syntazy je jednim
z moznych vysvétleni mechanismu u¢inku prenatalni hypoxie na proces uceni. Inhibice NO-
syntdzy v mozku potkana totiz vedla k porucham uceni a také paméti (Estall et al. 1993,
Myslivecek et al. 1996). K podobnym zavérim, tedy Ze prenatalni hypoxie vedla k porucham
uceni v Morrisové vodnim bludisti, dospély 1 dalsi studie (Vataeva et al. 2005). Dalsi
z moznych vysvétleni poruchy uceni je poSkozeni hipokampu. V hipokampu byly popsany dvé
zony, nervové projekce, ucastnici se procesu uceni v Morrisové vodnim bludisti a passive
avoidance testu. Jedna se spoje axonl granularnich neuronii gyrus dentatus s pyramidovymi
butkami CA3 regionu hipokampu: prvni intra- a infrapyramidova a druha suprapyramidova.
Existuje totiz pozitivni korelace mezi velikosti intra- a infrapyramidové zény a UspéSnosti
v testu uceni (Wimer et al. 1971, Vataeva et al. 2005). JelikoZ prenatalni hypoxie ma negativni
vliv na funkci hipokampu (Golan et al. 2009, Nalivaeva et al. 2018, Zhuravin et al. 2019), je
toto dalS$i z moZznych vysvétleni mechanismu U€inku prenatdlni hypoxie na proces uceni.

Ptedchozi studie potvrzuji, Ze 1éze hipokampu se projevuji zhorSenymi vysledky v Morrisové
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vodnim bludisti (Morris et al. 1982) a to zejména ve variantach se skrytym ostruvkem (Brandeis
et al. 1989, McNaughton et al.1996).

Nase vysledky z,,Probe* testu ukézaly signifikantni rozdily. Jednalo se zejména o
rychlost plavani a delsi vzdalenost u MA jedinct. Vyssi rychlost plavani jsme u prenatalni
expozice MA zaznamenali uz diive, jednalo se vSak o experiment s pouzitim samic, zatimco
v naSem experimentu jsme pouzili pouze samce (Macuchova et al. 2013). Vyssi rychlost
plavani miize znamenat vyss$i motivaci k nalezeni ostriivku. Jelikoz ale v naSem experimentu
nebyla prokazana porucha uceni ani paméti u MA exponovanych jedincti miize se jednat pouze
o jeden z projevu motorické hyperaktivity, ktery jsme zaznamenali ve Voluntary running testu.
Delsi trajektorie, kterou MA jedinci urazili, jen podporuje tuto nasi teorii.

Co se tyce Casu straveného v SV kvadrantu, tedy kvadrantu, kde byl umistén ostruvek,
prokazali jsme, Ze jedinci prenatalné exponovani MA stravili vice ¢asu nez jedinci prenatalné
exponovani hypoxii. Jedinci prenatidlné exponovani SA stravili v SV kvadrantu vice ¢asu nez
jedinci prenatalné exponovani hypoxii. Toto zjisténi je v ¢asteéné shod¢€ s predchozimi (Modir
et al. 2014). Ukazalo se tedy, ze jedinci vystaveni hypoxii méli horsi vysledky nez ostatni
skupiny s prenatdlnim inzultem. Toto podporuje nase zjisténi z testu u€eni, ktery byl prenatalni
hypoxii také ovlivnén. Naopak frekvence kiizeni ostrivku nebyla prenatdlni expozici
ovlivnéna.

Z nasich dat vyplyva, Ze prenatalni expozice MA neméla Zadny vliv na pamét’. Coz je
v souladu s ptredchozimi vysledky z nasi laboratofe (Schutova et al. 2008, Hrub4 et al. 2010,
Macuchova et al. 2013), ale také s predchozimi vysledky ostatnich autori (Acuff-Smith et al.
1996).

Nov¢jsi vyzkumy vSak ukazuji, Ze prenatalni expozice MA pamét muze ovlivnit.
V experimentu s pouZitim mysi bylo zjiSténo, Ze prenatalni expozice MA zpomaluje neuronalni
rust a synaptogenezi a tim zhorSuje pamét’ u dospivajicich a dospélych jedinct. Bfezim samicim
byl poddvam MA s.c. v rozmezi 8.-15. den gestace. Pficemz dusledky prenatalni expozice MA
byly zjistovany na vzorcich z bunéénych kultur mozku 15 dni starych embryi. Z bunéénych
kultur embryi bylo zjiSténo, Ze jedinci prenatalni expozice MA zmenSila délku a primér axont,
dale bylo snizeno mnoZstvi presynaptického proteinu v hipokampu. Naopak u bunéénych kultur
izolovanych z mozku dospélych jedinci byl presynapticky faktor zvySen. Také byl u MA
jedincii zvySeny BDNF v prefrontdlnim kortexu a striatu. Poruchy paméti byly pozorovany u
adolescentnich i dospélych jedincii (Benya-aphikul et al. 2021).

Také podle dalsi studie doslo po prenatalni aplikaci MA k ovlivnéni paméti. Konkrétné

se jednalo o prodlouzeni doby latence hledani ostriivku u adolescentnich jedinct (PD 21 a PD
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33). V tomto experimentu navic autor dale prokazal, ze po prenatalni aplikaci MA dochazi
k utlumu dlouhodobé potenciace v hipokampu, taktéz u adolescentnich jedincti (Aghazadeh et
al. 2022). Rozdilné vysledky tohoto a naSich experimenti mohou byt zptsobeny jak vékem
pokusnych jedinct (v naSem ptipad¢ byl experiment provadén na dospélych jedincich), tak i
rozdilnou metodikou Morrisova vodniho bludisté.

V nasem experimentu se nepodafilo prokazat, ze by prenatalni hypoxie méla jakykoliv
vliv na pamét’ v Morrisoveé vodnim bludisti nebo dalsi ze sledovanych parametrii v tomto testu.
Tyto nase vysledky se opét shoduji s pfedchozimi studiemi, kdy prenatalni inzultem vyvolana
hypoxie poruchu paméti nezptisobila (Cai et al. 1999).

Existuji ale i studie dokazujici opak. Hypoxie vyvoland mezi 14.-16. dnem gestace
prodlouzila u exponovanych jedincti dobu latence hledani ostriivku. Ve stejném experimentu
ale autofi prokézali, ze hypoxie vyvoland mezi 11.-13. dnem gestace nebo mezi 18.-20. dnem

gestace dobu latence hledani ostriivku viibec neovlivnila (Vataeva et al. 2005).

Shrnuti vlivu prenatalni aplikace MA a hypoxie na priznaky podobné ADHD

Zviteci modely psychiatrickych onemocnéni a tedy i ADHD onemocnéni byvaji
posuzovany na zakladé¢ tii kritérii: ,,Face validity*, ,,Construct validity* a ,,Predictive validity*
(Russell 2011, de la Pena et al. 2018).

»Face validity* se tyka podobnych symptomi ¢lovéka a u zvifete. Tedy hyperaktivita,
impulzivita a nepozornost. (Russell 2011, Sagvolden et al. 2012). ,,Construct validity se tyka
podobného patofyziologického mechanismu. Zejména odchylky monoaminegniho systému
(Leo and Gainetdinov et al. 2013). ,,Predictive validity* zahrnuje podobnou odpovéd’ na
farmakologickou, psychologickou nebo chirurgickou terapii. (de la Pena et al. 2018).

Co se tyce ,,Face validity* v naSem experimentu se podafilo prokazat, Ze prenatalni
expozice MA v davce 5 mg/kg vede zejména ke zvySené pohybové aktivité, ktera se projevila
hned v n¢kolika testech (OLT, Voluntary running, Laboras). Klicovym je v naSem piipadé
hyperaktivita ve ,,Voluntary running® testu. Naopak poruchy uceni a paméti prenatalni expozice
MA v naSem piipad¢ nezplsobila.

Prenatalni hypoxie vedla jednak k hyperaktivité v testech NORT, OLT a ,,Voluntary
running® a také k poruSe uceni v testu Morrisova vodniho bludisté. AvSak samotnou
ptitomnosti hyperaktivniho chovani nelze zvife charakterizovat jako model ADHD. Jelikoz se

jedna o modelové situace, je nutné si polozit otazku, jestli by naptiklad dité s diagné6zou ADHD

21



bylo hyperaktivni v podobné situaci nebo podobném testu. Definice ADHD totiz dle DSM
nezahrnuje samotnou hyperaktivitu, doslova uvadi, ze jedinec neni vzdy hyperaktivni, ale
popisuje, ze chovani jedince trvalo po dobu 6 mésici a vyustilo do stavu maladaptace a
inkonzistence s vyvojovou urovni jedince (Sagvolden et al. 2009).

Co se tyCe ,,Construct validity* a tedy zejména poruch monoaminergniho systému, v
jedné z naSich predchozich studii bylo zjisténo, Ze prenatalni expozice MA zvySuje hladinu DA
v nucleus accumbens (Bubenikova-Valesova et al. 2009). Hlavni funkci DA je modulovat
rychlou ionotropni synaptickou neurotransmisi zprostiedkovanou glutamatem. Nejuzivané;si
zviteci model ADHD, tedy SHR maji snizenou aktivaci DRDI ve striatu, coz vede ke zhorSeni
funkce NMDA receptoru (Papa et al. 1998). Dalsi z naSich predchozich experimenti prokazal,
ze prenatalni expozice MA vede ke zménam v NRI podjednotce NMDA receptoru v
hippokampu (Slamberova et al. 2014). Prenatalni hypoxie zpUsobila snizeni exprese nékolika
podjednotek NMDA receptoru v hipokampu (Wei et al. 2016). Co se tyce ,,Predictive validity*-
terapie ADHD nebyla predmétem naseho vyzkumu.

Nejrelevantnéjsim zvifecim modelem ADHD tak zistavaji SHR, u kterych se projevuji
vSechny behavioralni parametry ADHD a také vétSina neurobiologickych. SHR maji vyssi
hladinu DA v nucleus accumbens shell a juvenilni SHR maji vy3$si hladinu DA ve striatu a
prefrontalni ktife spole¢né s upregulaci D1 receptori (DRD1) v prefrontalni kiife a hypofunkei
D2 receptord nebo hyperexpresi integralniho plasmalemnalniho proteinu v dopaminovém
transportéru zodpovédném za clearance DA (Viggiano et al. 2004).

Podle jedné z nejnovéjsich teorii o piivodu ADHD jde o deficit energie v téle zplisobeny
nedostatecnou produkci laktatu astrocyty v mozku. Déti trpici ADHD svou hyperaktivitou
zvysuji produkci laktatu ve svalech a kompenzuji tim nedostatecnou produkci laktatu astrocyty
mozku. Toto tvrzeni bylo podpoteno i u zvifeciho modelu ADHD. U SHR byla zjisténa vyssi
hladina MCT-1, transportéru, ktery se podili na transportu laktatu skrze hematoencefalickou
bariéru (Medin et al. 2019).

V soucasném experimentu jsme vSak v né€kolika ptipadech dosédhli odlisnych vysledk
nez v pfedchozich experimentech provadénych v nasi laboratofi. NaSe studie z roku 2009
neprokézala zadny vyznamny vliv prenatalni MA expozice na chovani zvitat v open-field testu
(Schutova et al. 2009). Dale nase pfedchozi studie prokazala vliv prenatdlni expozice MA na
poruchy paméti a dalSich kognitivnich funkei u dospélych jedinct (Fialova et al. 2015). Tyto
rozdilné vysledky nas piekvapily a ukazuji na nutnost provedeni dalSich experimentil v této

oblasti.
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Otazka, jestli je prenatalni expozici MA mozno povazovat za vhodny model ADHD tak
zustava nezodpovézena. ADHD je choroba heterogenniho plivodu s riznymi behavioralnimi
symptomy. Heterogenita symptomt pravdépodobné pochdzi z kombinace genetickych a
environmentalnich faktora, které nemoc zptisobuji.

Podobny neurobiologicky piivod ADHD a deficitii zpiisobenych prenatalni expozici
MA vSak nemizeme i vzhledem k naSim aktualnim vysledktim vyloucit, jelikoz oboji vykazuji

podobné behavioralni a také biochemické charakteristiky.

Zavér

Z naSich vysledki vyplyva, ze prenatdlni expozice MA v davce 5 mg/kg neni mozno
pouzit jako validni animalni model ADHD, pfestoze vyvolava nckteré¢ ze symptomil tohoto
onemocnéni, konkrétné hyperaktivni chovani. Hyperaktivni chovani se nam podafilo prokazat
v testech Voluntary running, Laboras i OLT. Také nékteré patofyziologické charakteristiky jsou
podobné (zvySena hladina dopaminu). Avsak poruchy uceni ani paméti podle naSich zjisténi
nezpusobuje. K upfesnéni nasich zavérl by bylo tieba provést fadu dalSich experimentl. Proto
muzeme pouze konstatovat, Ze lze prenatalni expozici MA u potkana vyuzit k vyvolani
hyperaktivniho chovani.

Prestoze prenatalni hypoxie byla uz v minulosti pouzita jako model ADHD v naSem
piipad se také neosvédcila. Nami ziskané vysledky z plisobeni prenatdlni hypoxie 10 % O>
trvajici jednu hodinu denné po celou dobu bfezosti, prokazaly, ze zplsobuje poruchy uceni,
poruchy paméti vSak prokdzany nebyly a to jak v testu Morrisova vodniho bludisté, tak 1 v testu
NORT a OLT. Co se ty€e hyperaktivniho chovani i zde nejsou vysledky tak jednoznacéné.
Ackoliv bylo hyperaktivni chovani prokazano v testu Voluntary runnnig i NORT a OLT, v testu
Laboras hyperaktivita hypoxickych jedincii prokdzéna nebyla. Z tohoto diivodu podle naSich

zaveéru také pln€ nevyhovuje.
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