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Abstrakt:

Uvod: Metamfetamin je droga &asto zneuzivand téhotnymi Zenami zavislymi
na drogach a je soudasné jednou z nejéastsji uzivanych drog v Ceské republice. Tato
droga prochazi snadno placentarni bariérou do organismu plodu a muze negativné

ovliviiovat nejen matku, ale i prenatalni vyvoj plodu.

Cile: V ramcigrantového projektu GA CR: 14-03708S byly zjistovany dlouhodobé uginky
prenatalni expozice metamfetaminu. Bylo zkoumano, zda prenatalni expozice
metamfetaminem ovliviiuje generaci potomku exponovanych samic na urovni exprese
genl ve specifickych oblastech mozku, a to ve striatu, hipokampu a prefrontalnim
kortexu.

Metody: Potkanim byly odebirany vybrané c&asti mozku a v téch byly metodou

microarray hybridizace a real-time PCR stanoveny zmény exprese vybranych genu.

Vysledky: V ramci statistického vyhodnoceni microarray hybridizace nevySla zménéna
exprese u zadného z testovanych genu signifikantné. Byly naméfeny pouze hraniCni
hodnoty pro 13 genu, které byly dale testovany metodou real-time PCR. Po statistickém
vyhodnoceni real-time PCR byla signifikantné zménéna exprese nalezena u 2 genu
vztazenym ku jedné ze dvou endogennich kontrol. Signifikantné zvySena genova
exprese u genu DRD3 a TACR3 byla nalezena ve striatu, v dalSich ¢astech mozku
zmeéna exprese nalezena nebyla. U genu FOXP2 byly naméfeny hrani¢ni hodnoty pro
snizenou genovou expresi pouze v prefrontalnim kortexu. Usuzujeme, Ze prenatalni
expozice drogou bez stresové zatéZze potomka nevede k vyznamym zménam genové
exprese ve specifickych oblastech mozku dospélého potomstva. Tento projekt by mohl
pfispét k lepSimu pochopeni vlivu metamfetaminu na vyvijejici se mozek plodu a lépe
porozumét moznym neuropsychologickym vlivim na dité prenatalné vystavené

metamfetaminu.

Klicova slova: Metamfetamin, striatum, prefrontalni kortex, hipokampus, prenataini

expozice, mikroarrays, real-time PCR



Abstract:

Introduction: Methamphetamine is a drug frequently abused by drug-addicted pregnant
women and also one of the mostcommonly used drugs in the Czech Republic. This drug
passes easily through a placental barrier into the fetus. Thus it can negatively affect not

only the mother but also the prenatal development of her offspring.

Objectives: In the framework of the grant project GA CR: 14-03708S, the long-term
effects of prenatal exposure to methamphetamine were detected. It was determined
whether the prenatal methamphetamine exposure affects the generation of offspring
of exposed females at the level of gene expression of genes in specific regions

of the brain, striatum, hippocampus and prefrontal cortex.

Methods: In the selected parts of the brain, which were removed from the rat,
the microarray hybridization and the real-time PCR to express changes in expression

of selected genes were performed.

Results: Statistical analysis of microarray hybridization did not show the significantly
altered gene expression in tested genes significantly. Only boundary values for 13 genes
were measured, which were further tested by real-time PCR. After a statistic evaluation
of real-time PCR, the significantly altered expression was found in 2 genes. The
significantly changed expression of DRD3 and TACR3 genes was found only in the
striatum, but not in other parts of the brain. For FOXP2 gene,
the threshold value of reduced gene expression in the prefrontal cortex was measured.
We summarize that prenatal exposure to drug without stress load of descendant does
not lead to the significant changes of gene expression in specific regions of the brain
of adult offspring. This project could contribute to better understanding of the effect
of methamphetamine on the developing brain of the fetus and could better understand
the possible neuropsychological effects on a child, prenatally exposed

to methamphetamine.

Key words: Metamphetamine, striatum, prefrontal cortex, hippocampus, prenatal

exposition, microarrays, real-time PCR



Seznam zkratek

°C - stupen Celsia

Mg - mikrogram

V] - mikrolitr

atd. - a tak dale

ADHD - poruchy pozornosti spojené s hyperaktivitou (z anglického

Attention Deficit Hyperactivity Disorder)

ANOVA - analyza rozptylu (z anglického Analysis of variance)
cca - circa

cDNA - complementarni DNA

CNS - centralni nervova soustava

COMT - katechol-O-metyltransferazou

Ct - cyklus prahu (z anglického treshold)
CR - Ceska republika

DMT - dimetyltryptamin

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctovou
et al. - ajini

FN - fakultni nemocnice

GA - grantova agentura

Gpi - globulus pallidus internum

GPe - globulus pallidus externum

HT - hydroxytriptamin

hod - hodina

IUGR - intrauterinni ristova retardace

IQ - Inteligen¢ni kvocient

LSD - diethylamid kyseliny lysergové

MA - metamfetamin

MAO - monoaminooxydaza

MDMA - Metylen-dioxy-metamfetamin (extaze)
ml - mililitr

MRNA - mediatorova ribonukleova kyselina
NA - noradrenalin

napr. - napriklad
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1  Uvod

Metamfetamin (MA) se jako psychostimulujici droga stala v poslednich letech
vaznym problémem (Lindsay et al., 2013; Griffiths et al., 2008; Hanson
et al, 2004). Je jednou z nejrozSifengjSich zneuzivanych psychostimulancii
po celém svété (Bélackova et al.,, 2012; Vaviikova et al., 2001b; Marwick, 2000).
NejcastéjSi uzitou nekonopnou drogou u nas byla v roce 2008 extaze, nasledovaly
halucinogenni houby, LSD, pervitin, kokain a nakonec heroin. Prevalence uziti vdech
navykovych latek byly nejvy$si ve vékové kategorii 15-34 let (Bélackova et al., 2012).
PFiblizné 66 % drogové zavislych v Ceské republice (CR) (z registrovanych muzii a Zen)
uziva MA jako drogu prvni volby. V 85 % pfipadl jsou Zeny zavislé na MA nezaméstnané
(Vavfikova et al., 2001a). Kromé toho, téméf polovina zavislych Zen presla z jiné drogy
na uzivani MA v prubéhu téhotenstvi (Marwick, 2000). Divodem byva jednak jeho nizSi
cena oproti napf. heroinu Ci kokainu a také jeho budivy a anorekticky efekt (Carvalho,
2012). Psychostimulancia, typu amfetamin (AM) a jeho synteticky derivat MA, vyvolavaji
v malych davkach u lidi pocit pohody a S$tésti, potlaCuji negativni afektivni stavy,
jako je uzkost a deprese (Maclichova et al., 2014; Nesse et al., 1997). Pfi dlouhodobém
uzivani MA napodobuje mnoho pfiznakl manie a mize vést az k rozvoji psychézy
(Shilling et al., 2006). MA je také Casto uzivan pro svUj anorekticky efekt, jednoduchou
pfipravu a v porovnani s heroinem nebo kokainem i nizkou cenu (Carvalho, 2012).
Mezi jednotlivci existuji znacné rozdily v citlivosti uzivatell na stimulancia. Reakce
na MA interindividualné kolisa (Alessi et al., 2003). Molekularni mechanismy, souvisejici
s rznou odezvou jednotlivce v reakci na MA, mohou byt vysvétlenim vzniku vzrastajici
zavislosti, bipolarni poruchy i psychozy. V sou€asné dobé mame u Clovéka k dispozici
pouze kusé informace z oblasti genetickych mechanismuU vzniku téchto poruch
a z oblasti pfenosu drogové zavislosti. Proto jsou zvifeci modely drogové zavislosti
dalezitym zdrojem informaci a cennym pfinosem ve vyzkumu této problematiky (Shilling
et al., 2006).



2 Cile prace

V réamci projektu Grantové agentury Ceské republiky (GA CR): 14-03708S byly
zjiStovany dlouhodobé ucinky prenatalni expozice metamfetaminu. Bylo zkoumano,
zda prenatalni expozice MA ovliviiuje generaci potomku exponovanych samic na urovni
exprese genu ve specifickych oblastech mozku (ve striatu, hipokampu a prefrontalnim

kortexu). Tato prace si klade za cil:

. Potvrdit pfedpokladané dlouhodobé ucinky na potomstvo prenatalné vystavené
metamfetaminu.

II. Oveéfit zda tato expozice metamfetaminem ovliviiuje generaci potomku
exponovanych samic na urovni exprese genu ve vybranych oblastech mozku.

. Whodnotit pfipadné zmény exprese jednotlivych genu.



3 Literarni prehled

3.1 Navykové latky

3.1.1 Pohled nadrogovou situaciv CR

VétsSi zneuzivani navykovych latek se v zapadnim svété objevilo kolem
60. - 70. let. Diky Zelezné oponé byla stfedni a vychodni Evropa od tohoto vlivu odtrzena
a Sifeni navykovych latek se objevilo ve velké mife az po roce 1990. Zapadni zemé
se na rozdil od stfedni a vychodni Evropy vyporadaly s témito zménamilépe. Wsoka
kontrola obyvatelstva v komunistickych zemich pfispéla ke kontrole Sifeni navykovych
latek, zaroven vSak zabranila vytvoreni jakéhokoli ochranného mechanismu. Po roce
1990 byla domaci produkce hlavnim zdrojem navykovych latek. Neexistoval zatim
nelegalni ,Cerny“ trh. UzZivatelé omamnych a navykovych latek se sdruzovali
do uzavienych skupin, které nebyly nijak propojeny. V této dobé se mezi mladistvymi
rozsifuje ,Cichani* tékavych latek (fedidla, lepidla atd.) (MatouSek et al., 2005; Beckova
et al., 1999). Léky byly hlavni nahrazkou za tzv. ,tvrdé drogy”. Slo o snadno dostupné
léky jako napf. Fermetrazin, Dynil, Morfin aj. (Svestka et al., 1995). Pfi chemickych
upravach u€innéjSich drog vznikaly vyrobni postupy pro pfipravu drogy nové. Pfikladem
je napf. pervitin nebo ,braun“ (Kalina et al., 2003; BeCkova et al., 1999; Novotny et al.,
1995). Kolem roku 1994 se snizila vnéjsi kontrola, doslo k uvolnéni pomérl a otevreni
hranic v rdmci obchodovani. Trh s drogami se tak zménil. Do CR se dostava predevsim
heroin, a to ve vysoké kvalité. PocCet uzivatell heroinu a pervitinu prudce narlista
(Kalina et al., 2003). Po roce 2000 se CR stava tranzitni zemi (graf 1). Drogy jsou
dostupnéjsi a vékova hranice prvniho uziti se snizuje (Vavfikova et al., 2001b). Po vstupu
do Evropské unie (EU) v roce 2004 Ceska republika (CR) piebira do naseho pravniho
fadu evropské normy, které tuto problematiku fesi (Policie CR, 2005). V poslednich
letech se situace opét méni, zasadnim zplsobem narusta konzumace marihuany,
LSD a extaze (tzv. ,taneCnich drog“). Zneuzivani heroinu a pervitinu naopak jiz dale

nestoupa a i kokain je zneuzivan méné jak v predeslych letech (Kalina et al., 2003).
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Graf 1: Mnozstvi zadrzenych drog za poslednich 10 let. Pfevzato a upraveno [cit. 2017-07-
26]: Policie CR, 2015; dostupné online



3.1.2 Drogy a drogova zavislost

Navykové latky neboli drogy, jsou navykové predevSim diky vytvorfeni iluze,
Ze potieby Clovéka, Ize uspokojit pravé uzivanim této latky (Kalina et al., 2003).
Pod pojmem navykova latka si Ize predstavit takovou substanci, ktera pfi uziti:

I.  Ma u€inky, které méni prozZivani, vnimani, chovani nebo télesné procesy.
Il. Ma schopnost vyvolat navykové uzivani nebo zavislost.
(Matou$ek et al., 2005; Kalina et al., 2003)

TFidéni drog je pomérné slozité. Daji se tfidit hned podle nékolika norem.
I. Na tvrdé a mékké drogy
(Déleni, vzniklé na pravnim podkladé. Co jesté je a co neni spoleCnosti tolerovano.
Mezi tvrdé drogy bézné fadime nap¥. heroin €i pervitin. Naopak do mékkych drog
pak patfi alkohol, tabak nebo kava.)
Il.  Wvolavajici psychickou nebo fyzickou zavislost
(Psychickou zavislost zplUsobuje napf. pervitin, fyzickou. napf. heroin.)
[ll. Podle ucinkd na uzivatele
(Uginky mohou byt stimulujici, tlumici nebo halucinogenni.)
IV. Podle Mezinarodni klasifikace nemoci
(Matousek et al., 2005; Kalina et al., 2003)

.Seznam omamnych a psychotropnich latek je upraven v zakoné
C. 167/1998 Sb., o navykovych latkach v platném znéni. Seznam latek v tomto zékoné
uvedenychvychéziz mezinarodnich umluv, jimiz je Ceskarepublika vézéna. Ustanoveni
§ 283, 284 a ustanoveni § 286 se tyka také jedu. Seznam jedu je pro potieby trestniho
zakoniku obsaZen v nafizeni vlady ¢. 467/2009 Sb., kterym se pro ucely trestniho
zakoniku stanovi, co se povaZuje za jedy a jaké je mnoZstvi vétsinez malé u omamnych
latek, psychotropnich latek, pripravku je obsahujicich a jedd. (tab. 1). (Sananim:
drogova poradna [online]. Praha: Sananim, 2009 [cit. 2017-08-07]. Dostupné z:

http://www.drogovaporadna.cz/trestni-zakonik.html)



Tab. 1: Vynatek z nafizeni vlady. Pro ucely trestniho zakoniku se jim stanovi, co se povaZuje

za jedy a jaké je mnozZstvi mensi nez malé u omamnych latek, psychotropnich latek, pfipravk

je obsahujicich a jed(. Prevzato a upraveno podle [cit. 2017-07-26]: Klinika adiktologie: 1.

lék arska fak ulta, dostupné online

Typ latky Mezinarodni Mnozstvi vétsi nez Ucinna latka Nejmensi
nechranény nazev v malé mnozstvi
ceském jazyce ucinné
latky
Pervitin Metamfetamin >15¢g (+)—1—fenyl —2 — 0,59
metylaminopropan
Heroin Heroin >15¢g 3,6 — diacetylmorfin 0,2g
Kokain Kokain >1g Metylester 0,54 g
benzoylekgoninu
Extaze > 4 tablety 1-34 -
MDMA 3,4-Metylen-dioxy-MA nebo metylendioxyfenyl) — 2 —
metylaminopropan
MDA Tenamfetamin > 0,4 g praskové Ci
krystalické
MDEA N — Etyl — 3,4 — substance
metylen — dioxy —
amfetamin
LSD LSD > 5 papirk(l atd. (+) = N,N - 0,134 mg
LSD-25 impregnovanych dietyllysergamid
ucinnou latkou (dietylamid kyseliny
lysergove)
Marihuana Konopi > 10 g susiny 0-9-tetrahydrocannabinol 19
Hasis Pryskyfice z konopi >5¢ 0-9-tetrahydrocannabinol 19




Rada bych se v této praci vice zminila o dvou béZzné pouzivanych délenich

a to o tfidéni podle uc€inkl na uzivatele a o tfidéni podle Mezinarodni klasifikace nemoci.

3.1.21 Tridéni podle ucinkli na uzivatele

Takto Ize rozdélit drogy do tfi kategorii a to na drogy stimulujici (povzbuzujici),
drogy tlumivé (uklidriujici, tiSici) a na drogy halucinogenni (pfetvarejici vnimani reality)
(Weiss etal., 2015). Tyto kategorie zahrnuji rizné typy navykovych latek, a to bez ohledu
na rizika spojena s jejich konzumaci. Jednotlivé kategorie jsou odrazem ucCink( drogy
na uzivatele (Weiss et al., 2015; Lampert et al., 2015; Kalina et al., 2003).

I.  Drogy stimulaéni, povzbuzujici

Zakladnim efektem latek této skupiny je celkova stimulace — povzbuzeni.
Stimula¢ni drogy dodavaji Clovéku energii, zbavu;ji jej unavy, nesmélosti a zabran. Patfi
sem napriklad kava, €aj, ale i amfetaminy ¢i MA (pervitin, extaze) nebo kokain (Suchopar
et al., 2009; Svestka et al., 1995). V Ceské republice jsou amfetaminy velmi éasto
zneuzivané (Vaviikova et al., 2001b). NejCastéji jde o pervitin neboli MA. Jeho domaci
vyroba neni nijak vzacna. Pfipravuje se béZzné z latky zvané efedrin, kterou je mozné
ziskat z nékterych volné prodejnych Iéka (Policie CR, 2005; Vaviikova et al., 2001b;
Svestka et al., 1995). Mezi stimulujici latky patfi i taneéni drogy typu extaze, ktera je
v soucasnosti velmi oblibenou na tanecnich vecircich. Po poziti extaze muze uzivateli
hrozit dehydratace, protoZe nepocituje Unavu ani zZizen, touha tancovat je u néj natolik
intenzivni, Ze Casto vydrzi tancovat celou noc (Weiss et al., 2015; Kalina et al., 2003).
Kokain, pfirodni droga obsazena v listech jihoamerického kefe Erytroxylon coca, se stal
popularnim po prvni svétové valce a dodnes jde spiSe o drogu stfednich a vy3$Sich tfid
(Weiss et al., 2015).

[l.  Drogy tlumivé, uklidiujici, tiSici

Tlumivé drogy jsou latky, které Clovék vyhledava pro uklidnéni,
utiSeni bolesti a otupeni smyslu. Drogy z této skupiny jsou odvozeny od latek, které jsou
v mozku schopny navazat se na opioidni receptory (Weiss et al., 2015; Kalina et al.,
2003; Svestka et al., 1995). Jde o latky ziskdvané ze surového opia, tedy ze $tavy
nezralych makovic. V opiu jsou obsazeny alkaloidy zodpovédné za psychotropni ucinky,
jako je morfin a kodein (Svestka et al., 1995; Ried! et al., 1971). Mezi G&inné a velmi
navykové tlumiCe patfi celda fada medikamentd zneuzivanych Sirokou vefejnosti.

At jsou to pfipravky pro lepsi spani Cili sedativa, nebo léky proti Uzkosti, tedy preparaty



z fad benzodiazepanovych anxiolytik jako je napf. Neurol, Diazepam, Lexaurin €i Rivotril
(Lampert et al., 2015; Suchopar et al., 2009; Santarelli et al., 2003; Seveik, 1968).
DalSimi zastupci jsou opium, stejné jako synteticky opioid buprenorfin nebo heroin.
Na latky této skupiny se rychle rozviji tolerance a davky je zapotfebi neustale zvySovat.
Nebezpeci opiati spociva predevSim v rychlém rozvoji fyzické zavislosti a mozném
pfedavkovani (Bernard, 2011; Matou$ek et al., 2005; Kalina et al., 2003).

lll.  Drogy halucinogenni, pretvarejici vnimani reality

Halucinogenni drogy jsou substanci, ktera pretvaii a deformuje to,
co vidime, citime, vnimame a prozivame (Kalina et al, 2003; Beckova
et al., 1999). Jde jak o pfirodni tak syntetické latky, na kterych nevznika fyzicka zavislost.
Patfi sem napf¥.: psylocibin (houby rodu Psilocybe (lysohlavky), Panaeolus (kropenatec),
Stropharia (limcovka) nebo Gymnopilus (Supinovka)), atropin (rostliny z Celedi
Solanaceae (lilkovité) — durmany (Datura), blin ¢erny (Hyoscyamus niger) nebo rulik
zlomocny (Atropa bella-donna), tetrahydrokanabinol (THC) (obsazen v konopi Cannabis
sativa a Cannabis indica) nebo synteticky diamid kyseliny lysergové (LSD) (Weiss etal.,
2015; Suchopar et al., 2009; Sevéik, 1968). Mnohé halucinogenni latky byly vyuzivany
rlznymi kulturami pfi nabozenskych obfadech a jinych ritualech (Furst, 1996).
Vznik psychické zavislosti je v jejich pfipadé sporny. U silngjSich halucinogent jakymi
jsou LSD ¢i dimetyltryptamin (DMT) je efekt prozitku Casto pro uzivatele tak silny,
Ze opétovné uziti v blizké dobé se mu zda jako nepotfebné ¢i dokonce Zivot ohrozuijici
(Furst et al.,, 1996). Slabsi halucinogeny, tfeba konopné produkty jako marihuana
Ci hasis, sice mohou vyvolat psychickou zavislost, ale ta je slabého charakteru a vétSina
uzivateld se s ni vyrovna a dokaze s ni zcela norméalné zit (Svestka et al., 1995).
Riziko této kategorie drog rozhodné spociva v jejich neodhadnutelném vlivu na psychiku
jedince. Zména prozivani navozena halucinogeny ma totiz ¢asto za nasledek duSevni
zhrouceni s rozvojem nejriznéjSich psychotickych poruch, od emocionalni
nevyrovnanosti az po schizofrenii &i psych6zu (Vondracek et al., 2012; Yang et al., 2006;
Wenke at al., 1990).



3.1.2.2 Podle Mezinarodni klasifikace nemoci

Ustredni charakteristikou onemocnéni je touha (¢asto silna, premahajici) uzivat
psychoaktivni latku (v€etné alkoholu a tabaku). Touhu uzivat drogy si jedinec uvédomuije,
i kdyZ ji nemusi pfiznavat a snazi se uzivani kontrolovat nebo zastavit - ¢asto v8ak
neuspésné. Tabelarni Casti Mezinarodni klasifikace nemoci (MKN-10) vstoupila
v platnost 1. 1. 2013 sdélenim Ceského statistického UFadu, obsahuje technické opravy
s platnosti od 1. 4. 2014 a 1. 3. 2017 (UZIS, 2017). V Mezinarodni klasifikaci nemoci
se zavislost oznacuje statistickym kddem F10 — F19. Kazdé jednotce je pak pfifazena
vlastni zavislost (tab. 2) (UZIS, 2017). Pod kédem F10-F19 se nachazi $iroké spektrum
nemoci rizné tize a rlznych klinickych forem. Spojuje je jen uzivani psychoaktivnich
latek, pfiCemz sem nepatfi substance, které nezplsobuji zavislost (F55). Uzivanou
substanci ukazuje tfeti znak, Ctvrty znakovy koéd pak specifikuje klinicky stav (tab. 3)
(UzIS, 2017).

Tab. 2: Seznam statistickych kodu F10 — F19 a poruch k nim pfifazenych. Prevzato a
upraveno podle [cit. 2017-07-22]: UZIS, dostupné online

Kéd Poruchy dusevni a poruchy chovani zptisobené uzivanim
F10 Alkohol

F11 Opioidy

F12 Kanabinoidy

F13 Sedativa nebo hypnotika

F14 Kokain

F15 Jing stimulancia vetné kofeinu

F16 Halucinogeny

F17 Tabak

F18 Prchava rozpoustédla

F19 Vice drog a jinych psychoaktivnich latek




Tab. 3: Seznam statistickych koédi na ¢tvrtém misté a stavi k nim pfifazenych. Prevzato

a upraveno podle [cit. 2017-07-22]: UZIS, dostupné online

Cislo Stav Nepatfi sem
.0 | Akutni intoxikace Intoxikace ve
Stav po aplikaci psychoaktini latky vedouci k porucham drovné smyslu otrawy
védomi, poznavani wnimani, emotivity nebo chovani, nebo jinych (T36-T50).
psychofyziologickych funkci a reakci.

.1 [Skodlivé pouziti
Priklad uziti psychoaktimni latky wvedouci k poruSe zdravi.

Poskozeni mlze byt somatické (hepatitida pfi injek&nim podani),
nebo psychicka (epizody sekundarni deprese az tézky
alkoholismus)

.2 | Syndrom zavislosti
Soubor behavioralnich, kognitivnich a fyziologickych staw, ktery
se wWVviji po opakovaném uziti substance a ktery typicky zahrnuje
silné prani uzit drogu, porusené owMadani pfi jejim uzivani,
pretrvavajici uzivani této drogy i pfes Skodlive nasledky,
priorita v uzivani drogy pfed ostatnimi aktivitami a zavazky,
zws$ena tolerance pro drogu a nékdy somaticky odwykaci stawv.

.3 |Odvykaci stav
Skupina pfiznakd rdzného seskupeni a stupné zavaznosti,
wskytujici se pfi absolutnim nebo relatimim  odwkani
psychoaktivni latky po jejim dlouhotrvajicim uzivani.

.4 |Odvykaci stav s deliriem
Stavy, definovany charakteristikou -.3 na ¢twtém mistég,
je komplikovan deliriem, jak je definovano v F05.—.

.5 |Psychoticka porucha Psychoticka
Soubor psychotickych fenomend, které se objewji béhem pouziti | porucha rezidualni
psychoaktivnich latek nebo po ném, které vS8ak nelze wswétlit| nebo s pozdnim
pouze akutni intoxikaci a nejsou soucasti odwkaciho stawu. nastupem se
Védomi je obwykle jasné, ale urcity stuperi jeho zastfeni mize byt spole¢nou
pfitomen, nikoliv vSak tézky stav zmatenosti. charakteristikou -.7

na ¢twtém misté.
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Amnesticky syndrom

Syndrom sdruzeny s wraznym chronickym postizenim paméti na
nedawné i vzdalené skute¢nosti. Bezprostiedni wbavovani

je obwkle zachovano a Cerstva pamét je typicky vice poSkozena

nez pamet dawna.

Nealkoholicky
Korsakoviv
syndrom (F04).

Psychoticka porucha rezidualni a s pozdnim nastupem

Porucha, u niz zmény v poznavani, afektu, osobnosti nebo
chovani, wwlané alkoholem nebo psychoaktimi substanci,
pretrvavaji za obdobi, kdy pfimy uc€inek ve vztahu k psychoaktivni

latce miize byt pfedpokladan

Korsakoviiv
syndrom a
psychoticka

porucha.

Jiné dusevni poruchy a poruchy chovani

Neuréité dusevni poruchy a poruchy chovani

1




3.1.3 Vznik zavislosti

Jde o soubor behavioralnich, kognitivnich a fyziologickych stavu.
Wviji se po opakovaném uziti navykove latky a typicky zahrnuje silné prani opétovné
uzit tuto latku, porusené védomi po jejim uziti a pretrvavajici uzivani této latky
i pfes jeji Skodlivé nasledky. UZivani drog je prioritou pfed ostatnimi aktivitami
a zavazky, vytvaii se zvySena tolerance pro drogu a nékdy se dostavyji
i somatické odvykaci stavy. Castym motivem k zadatku uzivani drog je zvédavost
a k naslednému vytvofeni zavislosti. Mnozi poprvé drogu vyzkouSi jen proto,
aby védéli ,jaké to je“ (Segal et al., 2014; BeCkova et al., 1999). DalSim moznym motivem
je stres Ci problémy, které dany Clovék neni schopen FeSit jinak, nezli utékem od reality
(BeCkova et al., 1999; Novotny, 1995). V kazdém pfipadé je vSak velmi dllezita
prevence. Prevence uzivani a vzniku zavislosti na alkoholu a nealkoholovych drog
se podle World Health Organization (WHO) rozliSuje na: primarni prevence,
tj. pfedchazeni uziti u osob, které dosud s drogou nejsou v kontaktu; sekundarni
prevence, tj. pfedchazeni vzniku a rozvoje zavislosti u osob, které jiz drogu zkusili
a uzivaji ji a terciarni prevence, tj. pfedchazeni vaznému ¢i trvalému zdravotnimu
a socialnimu poskozeni z uzivani drog; jde jak o resocializace Ci socialni rehabilitace,
tak o opatfeni snizujici prenos infekénich nemoci pfi nitroziinim uzivani drog

tzv. Harm Reduction program (World Health Organization online, 2016).
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3.1.4 Faze drogové zavislosti
3.1.4.1 Experimentalni uzivani

PocateCni faze drogové zavislosti, kdy je uzivatel drogou nadSen
a seznamuje se s jejimi ucinky. Zazivd neznamé pocity a zcela se méni jeho pohled
na svét. V této fazi neni téZké brani drog utajit pfed okolim. Pozorovat uzivani drog lze
jen v nadznacich - Casté stfidani nalad euforie a deprese, laxni pfistup k problémum,
nezajem cokoli fesit. VSe mu jde velmi lehce, vSe bere s nadhledem a s ni¢im si nedéla
starosti, v praci nebo ve Skole zatim uzivatel také nema zZadné problémy (Sobell et al.,
2013; Bernard, 2011). Naopak, ¢asto se mu dafi dokonce Iépe. Je soustiedénéjsi a lépe
mu funguje pamét’ (Bernard, 2011). Jelikoz mu staci k uspokojeni potfeb relativné malé
davky, zatim neni pocitovana takova finanéni z4téz. Uginky drogy tedy nejsou v této
dobé nijak negativni. UzZivatel je ¢asto pfesvédceny, Ze vyroky o Skodlivosti drog jsou
jen vymysl (Segal et al., 2014; BecCkova et al., 1999). Droga také v této dobé jesté
spolehlivé pomaha bagartelizovat problémy a unikat z reality do idealniho svéta,
kde problémy neexistuji. Pfestoze je v této fazi jesté relativné lehké prestat (u vétsiny
drog se jesSté nevytvofila fyzicka zavislost), vétSina lidi nepfestane, protoze vnimaji
jen pozitiva, ktera jim droga pfinasi, nastupuje psychicka zavislost (BeCkova et al., 1999).
Pokud uzivatel v této dobé dokaze prestat, je u néj nesmirné dulezita psychologicka
pfiprava na nejrizné&jSi zivotni situace. Pokud nebude pfipraven tyto budouci situace
a problémy feSit racionalné, pravdépodobné se opét uchyli k dfive uzivané droze (Sobell
et al., 2013; Bernard, 2011).

3.1.4.2 Socialni uzivani

Jde jiz o pravidelngjSi uzivani ve vysSich davkach. Za€ina se projevovat zavislost
a droga zacina byt zdrojem problému. Uzivatelé si vSak jesté stale mysli, Ze maiji brani
drogy pod kontrolou, a zZze s nim mohou kdykoliv prestat (Sobell et al., 2013;
BeCkova et al,, 1999; Novotny, 1995). Denni cyklus a okruh pratel je uzZivanim
navykovych latek silné ovlivnén. UZivatel uz si se svymi prateli nema co fict a hleda
si proto nové mezinarkomany. Dochazka do Skoly €i zaméstnani se vtomto obdobi stava
velkym problémem (BeCkova et al., 1999). Droga jiz uzivatele otupuje, zhorSuje jejich
schopnost pfemysSlet a pamatovat si. Snizuji se tak jejich studijni/pracovni vykony.
Rovnéz uzivatelé do Skoly ¢i zaméstnani chodi pod vlivem drogy a jejich reakce na okoli

se tak mohou ostatnim zdat nepfiméfené (Bernard, 2011). Mnozi se konflikty s okolim,
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s rodinou (Casté pozdni pfichody domu), s ucCiteli (nevyspalost, nepfipravenost
Ci naprosty nezajem), se spolupracovniky a prateli (ztrata spolecné Feci, zajmu
a konicku). Uzivatelé si Casto zavislost jeSté nepfipoustéji (Galanter et al., 2014; Sobell
et al., 2013; BeCkova et al., 1999). V této fazi se jiz za€inaji projevovat urcité zdravotni
problémy, jedna o nespavost, nechut k jidlu, bolesti hlavy a celého téla, vzristajici

agresivita a podrazdénost, deprese Ci stres (Novotny, 1995; Seveik, 1968).

3.1.4.3 Kazdodenni uzivani

VSe se vtomto obdobi podfizuje droze, denni rezim, moralni hodnoty,
zameéstnani, pratelé, uzivatel navykové latky nad zavislosti ztraci jakoukoli kontrolu
(Bernard, 2011; BeCkova et al., 1999). Dostavuji se uz i finan¢ni problémy. Se zvySujici
se davkou roste i cena a zavisly jedinec se uchyluje ke kradezim, podvodim, divky ¢asto
k prostituci (Sobell et al., 2013; BeCkova et al., 1999). Mira zavislosti je uz tak vysoka,
Ze ji nelze nadale pfed okolim skryvat a uzivatel je propustén ze zaméstnani, je zcela
vykofenén ze svého socialniho zazemi a Casto opousti domov. VesSkeré problémy
je uzivatel schopny fesit uz jediné uzitim drogy, ¢imz se dostava do spiraly problém,
ze kterych zdanlivé neni uniku, a ¢asto vedou az k vylouCeni na okraj spolecnosti
(Novotny, 1995). U vétSiny drog se v této fazi vytvari fyzicka zavislost (Svestka et al.,
1995). Navrat k normalnimu Zzivotu je pro osoby zavislé velmi naroCny. UZivatel
navykovych latek ma jiny ZebfiCek hodnot, jiné pratele, rodina ho Casto zavrhla
a zavislostna droze je uz velmi silna. | v této fazi se jeSté mohou uzivatelé snazit prestat,

ale sami toho jiz nejsou schopni (BeCkova et al., 1999; Novotny, 1995).

3.1.44 Uzivani k dosazeni normalu

Jde o posledni fazi zavislosti a jako takova ¢asto konéi smrti pfedavkovanim
Ci naprostym selhanim organismu. UzZivateli droga jiz nic nepfinasi, je pro néj jen ulevou
od psychické a fyzické bolesti (BeCkova et al., 1999). Davky jsou na hranici snesitelnosti,
jsou vS8ak zaroven pro uzivatele Zivotné dulezité. VeSkery Zivot a mysleni zavislého
jedince se v této fazitoci kolem uzivani a ziskavani drogy. Pficemz s obstaravanim drog
ma uzivatel stale vétSi problémy (Novotny, 1995). Zavisly jedinec je v této fazi jiz velmi
vyCerpany a zaCind se na ném silné projevovat pobyt v nevyhovujicich
socioekonomickych podminkach. Uzivatel se pro ziskani drogy nestiti udélat naprosto
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cokoli (BeCkova et al., 1999; Novotny, 1995). V pfipadé, Ze drogu nedostane, nastupuje
u ného tzv. abstinencni syndrom, ktery ma rlizny prabéh v zavislosti na pouzivané droze.
Jde napriklad o zimnici, bolest celého téla, agresivitu, stres, deprese, absolutni
vy€erpani, halucinace a dalSi (Novotny, 1995; Riedl et al., 1971). Typicky je také pocit
viny z poziti drogy, ktery se ¢asto snazi uzivatel zmirnit aplikaci dalsi davky. Z této faze
jiz neni mozné, aby se uzivatel vymanil sam, je jednozna¢né nutna pomoc zvenci
(Galanter et al., 2014; Sobell et al., 2013; BeCkova et al., 1999; Novotny, 1995).

3.1.5 Léébadrogové zavislosti

LéCba drogove zavislosti je velmi komplikovana. Jde o komplexni proces,
neb drogové zavisly jedinec neni postiZzen jen fyzickou zavislosti, ale i psychickou
a zaroven je zcela vykofenén ze svého plvodniho socialniho zazemi (Galanter et al.,
2014; Sobell et al., 2013; Bernard, 2011). Cilem 1é€by je pokud mozno uplné odstranéni
zavislosti. LéCba musi probihat postupné, pfi pfili§ rychlém vysazeni drogy by mohly
u jedinct fyzicky zavislych napfiklad vzniknout zdravotni komplikace (Svestka et al.,
1995; Riedl et al., 1971). Metoda prace s drogové zavislym na odvykaci lé¢bé
je zalozena na praci v terapeutické skupiné. Psychoterapie nauCi pacienta zvladat tézké
nebo krizové situace bez drog. RovnéZz pacientovi pomaha zapojit se opét
do spoleCenského zivota (Sobell et al., 2013; BecCkova et al.,, 1999). Pii lécbé
se postupné sniZuji davky drogy az na naprosté minimum. To pomaha télu,
aby si postupné na drogy odvyklo a preSlo zpét do bézného rezimu fungovani.
Nékdy se také pfilécbeé pouziva tzv. substitu¢ni metoda, kdy je uzivana droga nahrazena
jinou, slab$i. Napfiklad substituce heroinu metadonem (Galanter et al., 2014; Bernard,
2011; Novotny, 1995). Dulezitou slozkou léCby je i rozvijeni ,spiritudlni“ slozky,
nebot’ mnoho lidi propadne drogové zavislosti z potfeby nalezeni smyslu Zivota (Sobell
et al.,, 2013; BecCkova et al., 1999). Dulezité je odstranéni rituald. S ritudly souvisi
i prostredi nebo kolektiv, které je rovnéz nutno nahradit né¢im novym, co uz se s drogou
nepoji (Kendler et al., 2014; Novotny, 1995). VSe je jeSté rozSifeno o intenzivni terapii,

zaloZenou na osobnostni rekonstrukci (Bernard, 2011).
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3.2 Stimulaénidrogy

Tato prace se zabyva ucCinky MA a ten patfi pravé mezi stimulacni drogy.
Proto bych se jimi na tomto misté rada dale vénovala. Mezi stimulacni drogy patfi
psychostimulancia, psychoanaleptika, psychomimetika nebo psychomotoricka
stimulancia (Suchopar et al., 2009; Svestkaet al., 1995). Mezi nejznamé&jsi stimulanty
patfi bezesporu kofein, mezi ty nelegalni pak amfetaminy, v CR zastoupeny hlavné
pervitinem (MA). Dale je zde kokain a zného vyrabény crack a od amfetaminu odvozené
tzv. staneéni drogy” (Kalina et al., 2003; Svestka et al., 1995).

3.2.1 Charakteristikaskupiny a obecny mechanismus ué€inku

Psychostimulancia maji silny budivy efekt. Ovliviiuji jak centralni nervovou
soustavu (CNS) tak i cely organismus. Napf. extaze (MDMA), jako typicky zastupce
tane€nich drog, ma v mensich davkach predevsim entaktogenni efekt (vyvolava potrebu
télesného dotyku), teprve ve vy$sich davkach funguije jako psychostimulant (Stefunkova,
2010). Latky této skupiny zvySuji bdélost, zkracuji spanek a potlaCuji unavu, urychluji
mysleni, zvySuji miru asociaci a vybavnost paméti, vyvolavaji euforii a pfijemny pocit
duSevni i télesné sily (Weiss et al., 2015; Kalina et al., 2003). Spolu se stimulaci dochazi
v organismu ke vzestupu krevniho tlaku (mudze dojit az k hypertenzni krizi) a tepové
frekvence, méni se distribuce krve ve prospéch kosterniho svalstva a stoupa tak svalovy
tonus. Dale se rozSifuji dychaci cesty a prohlubuje dech (Weiss et al., 2015; Sobel et al.,
2013). Princip pusobeni spociva v ovlivnéni nervovych bunék, resp. pfenosu informace
z neuronu na neuron. Mechanismy pusobeni se u jednotlivych substanci liSi, princip
ale zUstava stejny. Tyto latky zvySuji koncentraci mediatoru v synapsich mezi neurony.
To ma za nasledek zmény v pfenosu nervového vzruchu. Napf. MA poSkozuje nervova
zakonCeni mediatoru dopaminu, extéaze pak serotoninu. Diky adaptacnim buné&nym
mechanismUm se pfi opakovaném uziti rozviji tolerance a nasledné zavislost (Trojan,
2005; Kaliny, 2003). Na rozvoji zavislosti se podili hned nékolik mechanismu. Jednim
z nich je napf. neuroadaptace, zmény organismu vedouci k udrZzeni homeostazy (Trojan,
2005). Po odeznéni uc¢inkG se dostavuje tzv."dojezd". Pfi ném dominuje celkové
vyCerpani, silna unava, bolest celého téla, uzivatel trpi Castymi zménami nalad
a depresemi. Stav obvykle odezni pomérné rychle, nékdy vSak pretrvava
i nékolik dni. Psychostimulacni latky tedy v koneCném dusledku vyvolavaji uzkost,
umocnuji trému a deprese a i jejich jednorazové uziti mize vyvolat zachvat panického

strachu (Claire et al., 2015). Dlouhodobé uzivani vede k rozvoji psychozy, ktera

16



se projevuje paranoidnimi stavy, jako jsou pocity pronasledovani a ohrozZeni (Birbaumer
etal., 2005). Objevuje se po poziti psychostimulaénilatky nebo po ném a nelze ji vysvétlit
jen pouhou intoxikaci. Zaroven neni ani soucasti odvykaciho stavu. Po vysazeni drogy
tento stav mize, ale také nemusi odeznit (Kalina et al., 2003; Hebb, 1972).

3.2.2 Metamfetamin

Metamfetamin (téz pervitin, metylamfetamin, desoxyefedrin nebo methedrin)
patfi mezibudivé aminy (McCusker et al., 1997). Prvnim objevenym zastupcem budivych
aminG byl amfetamin, syntetizovany v roce 1887 (Stefunkova, 2010; Kalina et al., 2003).
Skupina budivych amind ma stovky zastupcu a v historii byly a jsou ¢asto pouzivany
jako lék proti unavé, narkolepsii, nadmérné chuti k jidlu nebo jako latky zneuzivané
armadou pro vy$8i vykon bojovych jednotek (Stefunkova, 2010). Vychozi latkou
pro syntézu MA je efedrin, k vyrobé se pouziva louh a ¢erveny fosfor. Vyrobce musi mit
znalosti na urovni stfedni chemické Skoly, protoze nedokonalou pfipravou mize syntéza
skongit ve fazi meziproduktu, coZ zvySuje riziko pro uzivatele (Stefunkova, 2010).
Super Cisty MA se nachazi v krystalické podobé, béznéji je ale prodavan
jako mikrokrystalicky bily prasek bez zapachu, hoifké chuti. Diky pfimésim zbytkovych
latek z domaci vyroby &asto zabarven do Zluta &i do fialova (Stefunkova, 2010;
Kalina et al., 2003). MA Ize klasifikovat jako nekatecholaminové sympatomimetikum
(obr. 1). Coz znamena, ze ma sympatomimeticky efekt i bez struktury katecholamind
(McCusker et al., 1997). Na CNS ma MA stimulaéni u€inky (Zhang et al., 2001;
Furmagalli et al., 1998; Plessinger et al., 1998). MA v ramci CNS uvolfiuje noradrenalin
(NA) z noradrenergnich neuronl ucinkujicich na alfa receptory (Dubertret et al., 1998).
Amfetaminy naproti tomu na tyto receptory skoro nemaji vliv. Po podani se dale uvolriuji
5-hydroxytryptamin (5-HT) a dopamin. To se projevuje zvySenou psychomotorickou
Cinnosti. MA z po¢atku navozuje bdélost, zbystfeni, potlateni unavy a zvySeni energie.
WsSi davky pak navozuji pocity euforie, blaha a zvySeného sebevédomi (Kelley et al.,
2004; Camp et al., 1988).
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Obr. 1: Strukturni vzorec metamfetaminu. Pfevzato a upraveno [cit. 2017-07-22]: Senft V.,

dostupné online

MA  akceleruje srdeCni cCinnost, diky tomu stoupa krevni tlak,
dochazi k hypertermii, dilataci bronchd a rozSifeni zornic (Numachi et al., 2007).
Po odeznéni davky nastupuje pocit vyéerpani (Slamberova et al., 2008). Na MA
se wvytvafi silna psychicka zavislost, fyzicka zavislost nebyla prokazana
(Slamberova et al., 2008). Dobfe se vstfebava v gastrointestinalnim traktu
a na sliznicich, diky svému lipofiinéj§imu charakteru oproti amfetaminu snaze a rychleji
prochazi hematoencefalickou bariérou do CNS (Cho et al., 1991). Tam MA zvySuje
koncentraci mediator6 - monoamind (dopaminu, noradrenalinu a serotoninu)
v interneuronalnich synapsich a v cytosolu nervové bunky. Zaroven také inhibuje zpétné
vychytavani téchto neurotransmiteri a ve vysokych koncentracich inhibuje
svou degradaci pfes monoaminooxidazu (MAO) (Thrash et al., 2009). Inaktivaci drogy
pfes monoaminooxidazu brani pfitomnost metylové skupiny na alfa uhliku
(Cho et al., 1991). Diky tomu se MA Siroce distribuuje télem a jeho biologicky polo¢as
biologického rozpadu je 12 az 34 hodin (Lampert et al, 2015; Minafik, 2003).
Po odeznéni efektu dochazi k nedostatku neuromediatorli, coz je pficinou nepfijemného
stavu, tzv. ,dojezdu” (Bélackova et al., 2012). V pfipadé dlouhodobého uzivani dochazi
k nevratnym zménam v ramci metabolismu na Udrovni mitochondrii,
pfipadné az k apoptéze poSkozeného neuronu (Thrash et al., 2009). Pfi dlouhodobém
uzivani dochazi k naruseni sexualnich funkci, vzestupu nervozity, neklidu, objevuje
se insomnie, skfipani zuby (bruxismus)a snizeni télesné hmotnosti v disledku potlaceni
chuti k jidlu (Yui et al., 1996). Neklid a podeziravost se mohou zménit v paranoidni
psychozu, kterda se mlGze znovu vracet i po vysazeni drogy (Bélackova et al., 2014;
Vaviikova et al., 2001b). Bylo zjisténo, Ze rizné zivoc€isné druhy metabolizuji MA razné.
Potkani napfiklad pfes aromatickou hydroxylaci, kralici deaminaci (Cho et al., 1991;

Sipes etal., 1986). U lidi se podstatna ¢astaplikovaného MA vylu€uje mocCiv nezmeénéné
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formé (cca45 % béhem 24 hodin po aplikaci). Wilu€ovani je silné zavislé na pH. V kyselé
mocCi se v nezménéné formé vylouCi az 76 %, zatimco v alkalické moci jsou
to jen cca 2 % aplikované davky (Vaviikova et al., 2001a, Bauer et al., 2002). MoCi
se vyluCuji i metabolity: asi 15 % davky se v jatrech metabolizuje hydroxylaci
na hydroxymetamfetamin. P¥iblizné 7 % davky se metabolizuje N — demetylaci
na amfetamin, ze kterého dale vznikaji hydroxyamfetamin (2 — 4 %) a norefedrin (2 %),
ze kterych vznika hydroxynorefedrin (0,3 %) a kone¢né fenylaceton (0,9 %)
metabolizovany dale na kyselinu benzoovou, resp. kyselinu hippurovou (Senft, 2009;
Cho et al., 1991; Sipes et al., 1986).

3.2.2.1 Metamfetamin: droga téhotnych zavislych zen

Zeny obecné reaguji na drogy citlivéji jak muzi. Rychleji u nich vznika zavislost,
zaroven ale i lépe reaguji na lé€bu. BEhem abstinence u nich vSak také Castéji dochazi
k relapsu (Macuchova et al., 2014; Bélackova et al., 2012; Slamberova et al., 2008).
V poslednich letech Zeny omamné latky zneuzivaji pfedevSim v prabéhu téhotenstvi
(Macuchova et al., 2014; Bélackova et al., 2012; Slamberova, 2003). Citlivost k droze
a jeji metabolismus je téhotenstvim také znacné ovlivnén. Byla prokazana vysSi citlivost
ke kokainu, ktery muze zpUsobit nahlé umrti plodu, naopak u metadonu se citlivost
snizuje a je nutné davky zvySovat (Behnke et al., 2013; Bauer et al., 2002;
Vaviikova et al., 2001b). Podle MUDr. Vaviikové (2001b) je uzivani heroinu, kokainu
a pervitinu €asto provazeno malnutrici a hyperpyrexii. Primérna délka uzivani, podle
zkuSenosti z gynekologickoporodnické kliniky 2. LF UK a FN v Motole, v dobé otéhotnéni
je u uzivatelek MA 3,3 roky. NejdelSi doba zavislosti, ktera byla v ramci zafizeni
zaznamenana, byla 10 let. Zpusob aplikace je pfevazné intravenozni.
U Zen zavislych na MA z 60 % (Vavfikova et al., 2001b). Dlouhodobé uzivani drog ma
za nasledek fyziologické zmény plasmatického objemu a celkové i télesné vody.
To v prubéhu téhotenstvi mize silné ovliviiovat koncentracni peak, distribu¢ni objem
a polocas biologické ucinnosti (Vaviikova et al., 2001a, Bauer et al., 2002). Placentarni
metabolismus je také silné ovlivnén uzivanim drog (Kuczkowski et al., 2007). Zmény
na bunéénych membranach, ve vazbach na proteiny a v molekularnich hmotnostech
Casto brani pfenosu zivin, snizuji pritok krve a tim i kysliku a zapfi€inuji vySSi
prostupnost drogy k plodu (Vaviikova et al., 2001a). V déloze pak vyvolava kalcifikace
a morfologicka poSkozeni placenty, dale pak potraty pfipadné i smrt matky (Plotka et al.,
2014). Je znamo, Zze MA prochazi snadno placentarni bariérou do obéhu plodu,
kde je kolem 50 % koncentrace drogy vtéle matky (Rambousek et al., 2014;
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Smith et al., 2008). MA se odbourava v jatrech aty u plodu jesté nejsou schopné takovou
zatéz zvladat. Koncentrace tedy v prubéhu €asu v plodu vzriista a nakonec prevysSuje
koncentrace drogy u matky (Moore et al., 2011; Slamberova, 2003; Dattel, 1990). MA
je povazovan zakyslikovy radikal (ROS). Navzdory potizim vysvétlit pfimy mechanismus
teratogeneze béhem organogeneze, bylo prokazano, ze hladiny vétSiny antioxidantu
jsou vembryu snizené. Proto nedochazi k u¢inné obrané organismu proti vivim MA
(Neri et al.,, 2015). To muze mit za nasledek oxidacni poSkozeni napfiklad lipidu,
protein, DNA a stejné tak aktivaci apoptdézy nebo nekrotické bunécné smrii
(Wells et al., 2016; Moore et al., 2011; Jeng et al., 2005). Bylo prokazano, ze MA snizuje
dopamin a noradrenalin, inhibitory MAO, zvySujici se synapticka aktivita tak ma
neurotoxické ucinky na CNS (Ma et al., 2014). Cui et al., se domniva, Ze kombinace MA
S monoaminovymi neurotransmitery proto ovliviiuje vyvoj mozku plodu (Behnke et al.,
2013; Cui et al., 2006). Toto teratogenni agens v téhotenstvi vede k umrti plodu a maze
mit za nasledek strukturalni abnormality, jako je rozStép patra a exencefalie (Wells et al.,
2016; Golub et al., 2005). Kromé pfimého ucinku drogy na dité je nutné vzit v potaz
i uginky nepFimé. Zeny zavislé na MA jsou z 85 % prFipadii nezaméstnané (Vaviikova et
2006; Vaviikova et al., 2001b). Prenatalni a postnataini pé€e u nich neni dostate¢na,
Zeny se svym détem nevénuji a ¢asto chybi potfebné zazemi (Ackerman et al., 2008).
Proto je pfimé pusobeni drogy jen tézko rozliSitelné od vnéjSich negativnich vliva
a v8echny tyto aspekty maji negativni dopad na vyvoj ditéte (Slamberova, 2014; Vrajova
et al., 2014; Schutova et al., 2013; Bélackova et al., 2012; Slamberova et al., 2006;
Slamberova et al., 2005; Vaviikova et al., 2001a Kinsley et al., 1994).
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3.2.2.2 Metamfetamin: prenatalné ovlivhéné déti

Prenatalni vystaveni MA je velkym a c&asto diskutovanym problémem.
Studii, potvrzujicich pfimy vliv na vyvijejici se mozek ditéte a diky tomu zmény
v chovani, bylo provedeno jen velmi malo (Behnke, 2013). Je problémem dostate¢né
dlouho udrzZet dostate¢né velkou testovanou skupinu. Proto zcela chybi studie dospélych
jedinct prenatalné vystavenych ptisobeni MA (Vassoler et al., 2014; Slamberova, 2006).
Navic u vétSiny pouli¢né prodavanych drog, jako je kokain, heroin, pervitin a marihuana,
byl prokazan vliv na dité i b&éhem kojeni (Bagheri et al., 2017; Oro et al., 1987; Steiner
et al., 1984). Bylo provedeno nékolik malo studii na malych détech, Casné po narozeni
(Smith et al., 2006; Smith et al., 2003; Eyler et al., 1999; Van Baar et al., 1989; Little at
al., 1988) a v mladSim predSkolnim véku (Eze et al., 2016; Nguyen et al., 2010; Smith et
al., 2003). Pfedchozi studie prfedpokladaly, Ze uzivani MA ma za nasledek vySSi vyskyt
srde¢nich vad, roz$tépl rtu, oboustranné atrésie a mrtvé rozenych déti (Plessinger,
1998). Tyto studie probéhly v ramci retrospektivni analyzy s mnoha omezenimi
a na malém mnozstvi probandl. Nové studie Zzadny rozdil, mezi kontrolnim vzorkem
a détmi prenatalné vystavenymi MA nenas$ly (Shah et al., 2012). Navic, u novorozencl
nebyl pozorovan Zadny abstinenéni syndrom vyzadujici Iékafsky zésah (Van Baar et al.,
1989). Data, pochazejici ze studii vyvoje kojencu prenatalné vystavenych MA,
vSak ukazuji na zpomaleni neurobehavioralniho vyvoje, ktery sestava ze Spatné kvality
pohybu, snizené vzruSivosti a vy$§iho stresu (Behnke et al., 2013; Smith et al., 2008;
Smith et al., 2003; Behnke et al., 1993). MA vystaveni novorozenci se ¢asto projevuji
neuspofadanym a kvalitativné Spatnym pohybem a jsou pod vysokym fyzickym napétim
a silné namahanou CNS (LaGasse et al., 2011; Covington et al., 2007; Kiblawi et al.,
2014). V pribéhu prvniho mésice vSak tato desorganizace mizi (Chakraborty et al.,
2015; Kiblawi et al., 2014). Nékteré studie mluvi o snizené porodni délce, vaze a obvodu
hlaviCky a o zvySeni vyskytu intrauterinni retardace (Oro et al., 1987; Little et al., 1988).
Novodobé studie tyto vysledky spiSe potvrzuji. Smith et al. (2006) mluvi o vy§Sim riziku
narozeni ditéte mensiho neZ je jeho gestacni vék a o snizeni porodni vahy. | po tfetim
roce zivota jsou tyto déti signifikantné mens$i, nezli jejich vrstevnici (Zabaneh et al.,
2012). Cernerud et al. (1996) popisuje ve své studii malé kohorty déti prenatalné
vystavenych MA od narozeni do 14 let. Ve sledované skupiné jsou divky prenatalné
vystavené MA i po 14. roce zivota signifikantné mensi, jak divky z kontrolni skupiny.
Rustova retardace plodu byla spojena s metabolickym syndromem a obezitou. Zhor$eni

ristu v novorozeneckém obdobi tak muize u téchto déti vést ke zhorSeni jejich
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zdravotniho stavu v dospélosti (Smith et al., 2016). DalSi studie dokladaji vliv
na strukturu mozku (Jablonski et al., 2015). Prenatalni expozice drogou vede ke
zmenSeni objemu subkortikalnich struktur, a to putamen, globulus pallidus, nucleus
caudatus a hipokampu (Chang et al., 2004). Déti prenatalné vystavené MA maji tedy
obecné mensi striatum. Vném maji zarovei méné dopamin D2 receptor(, spolu
se snizenim celkového kreatinu (Derauf et al., 2012; Chang et al., 2007). Tyto déti vSak
nemaji nijak snizené IQ ani se u nich neprojevuji jazykové problémy (Chakraborty et al.,
2015; Williams et al., 2007; Smith et al., 2009). Studie naznacuji mozné problémy déti
mlad$iho Skolniho véku se socialnim zaélenénim, vychazenim s vrstevniky a slabsimi
vysledky v kognitivnich testech (Jablonski et al, 2016; Billing et al., 1994). Jejich chovani
je Casto asociovano s depresemi, uzkostnymi stavy a emocionalni nestabilitou (Kiblawi
et al., 2013; LaGasse et al., 2012; Barkus et al., 2010). Projevuji se zvySenou
externalizaci, poruchami osobnosti (Spurlock et al., 1998; Squire et al., 1998) a Casto
u nich dochazi k rozvoji poruchy pozornosti spojené s hyperaktivitou (ADHD syndrom)
(Kiblawi et al., 2013; Raine et al., 2006; Holmes et al., 2001; Raine et al., 2000; Leech
et al., 1999). Kolem 7. roku Zivota jsou témto détem diagnostikovany poruchy chovani
s Castou agresivitou (Eze et al., 2015; Davidson et al., 2000). Silné prenatalni ovlivnéni
MA a celkova ,nepfizen osudu“ v détstvi je asociovana se Spatnym funk&nim
neurologickym vyvojem (Abar et al., 2013; Irner et al. 2012).

Pro pochopeni vivu MA na CNS je nejprve nutné pochopit vyvoj
této soustavy. Nervova soustava se vyvii a dozrava od prenatalniho obdobi
az do dospivani. Obecné je sled udalosti srovnatelny mezi druhy, ackoli €asova rozmezi
jsou znacné odlisna (obr. 2) (Sengupta, 2013; Rice et al., 2000). Citlivost
k teratogennimu agens se méni v zavislosti na vyvojovém stadiu zarodku v dobé
expozice. Kriticka perioda je obdobi, kdy je mozné zevnim zasahem narusit vyvoj
daného organu, po jejim uplynuti jiz nelze vyvolat strukturalni vadu daného organu.
Kriticka perioda je determinovana obdobim morfogeneze organu (Peterka et al., 2010).
Kromé toho je nutné, aby se kriticka perioda jesté pfekryvala s periodou senzitivni, kdy
jsou bunky citlivé k danému agens. RGzné klinické poruchy u lidi (napf. schizofrenie,
dyslexie, epilepsie nebo autismus) tak mohou byt vysledkem zasahu do normainiho
vyvoje nervoveé soustavy. Vyvojova expozice zvirat i lidi na nejriznéjsi teratogenni agens
(napf. rentgenové zafeni, metylazoxymethanol, ethanol, olovo, metylortut
nebo chlorpyrifos) demonstruje, Ze interference s jednim nebo vice z nich mohou vést
k neurotoxicite. RuUOzné behavioralni domény (napf. senzoricka, motoricka

a rizné kognitivni funkce) zavisi na rlznych oblastech mozku (Won et al., 2001;
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Westerga et al., 1990; Wagner, 1981). ACkoli existuji znacné rozdily mezi potkanim
a lidskym mozkem, Ize identifikovat analogické struktury. Ontogeneze specifického
chovani pak maze byt pouzita k vyvozeni zaveru tykajicich se dozravani specifickych
struktur mozku nebo neuralnich obvodu jak u hlodavcu a primatl, tak i u lidi
(Peterka et al., 2010; Rice et al., 2000). Dozravani hlavnich anatomickych ¢asti mozku

probiha ve stejném poradi u potkana jako u Clovéka (Bayer et al., 1993).
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Obr. 2: Grafické znazornéni mozku potkana.

Studie na zvifecich modelech naznacuiji, ze uzivani MA v 1. a 3. trimestru muze
mit dlouhodobé ucinky na systém dopaminu a serotoninu. To ovliviiuje uc€eni a socialni
rozvoj mozku plodu (Moore et al., 2011; Wiltgen et al., 2010). U potkaniho modelu
je 8. - 15. gestacni den z 20 denni biezosti kritickym obdobi organogenese (Wells et al.,
2009; Won et al., 2001). Pfedchozi studie ukazaly, Zze MA ovliviiuje CNS narustem
katecholamint v cytosolu nervovych bunek (Maren et al., 2014; Silva, 2003). ZvySeni
katecholamini je zpuUsobené snizenim dopaminu a noradrenalinu v nervovych
zakon€enich. Jejich reaktivni metabolity produkuji volné radikdly a vysledkem
je oxidativni poSkozeni DNA a apoptoza bunék (Quinton et al., 2006). Toto tvrzeni bylo
doloZzeno testem na bfezich samicich potkana, kdy jim byla podavana davka
20 a 40 mg/kg MA, coz vedlo k oxidativnimu poSkozeni DNA a ovlivnilo to takto i vyvoj
mozku plodu (Behnke et al., 2013; Chang et al., 2007; Jeng et al., 2005; Won et al.,
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2001). Bylo zjisténo, Ze nizké davky (2-5 mg/ kg) MA v priibéhu celé bfezosti vedou
ke snizeni absorpce dopaminu a serotoninu, stejné jako ke snizeni vazby serotoninu
na serotoninergni receptor u potomstva. Naproti tomu vyssi davky (10 mg/kg) této drogy
zpuUsobuji zvySeni spotfeby dopaminu a serotoninu a potomciexponovani MA jsou méné
aktivni, nezli potomcikontrolni (Won et al., 2001). DalSi studie prokazaly, ze uzivani MA
(5 mg/kg) béhem brezosti ovliviiuje sensomotoricky vyvoj mladat v obdobi odstaveni
(Acuff-Smith et al., 1996; Martin et al., 1976), zvySuje nachylnost k zachvatim u obou
pohlavi (Slaberova et al., 2005) a specificky méni citlivost na bolest v zavislosti

na pohlavi (Yamamotova et al., 2012).
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3.3 Testovanécastimozku

VSechny Zivé organismy usiluji o dynamickou rovnovahu, ktera se nazyva
homeostaza (Trojan, 2003). Béhem zavislosti je tato rovnovaha ohrozena urCitymi
fyzickymia psychologickymi udalostmi, které u zavislého jedince vyvolavaji vysoky stres
(Chang et al., 2007; Anckarsater et al., 2006). V dusledku toho je jeho chovani zménéno.
Pokud udalost neodpovida néjakému kognitivnimu zobrazeni na zakladé predchozi
subjektivni zkuSenosti, dochazi k narlstu vzruseni, bdélosti, ostrazitosti, pozornosti
a kognitivniho zpracovani (Ma et al., 2005; Mena et al., 2005; Reine et al., 2004; Bechara
et al., 2004; Amen et al.,, 1996; Bayer et al., 1993). Rozhrani mezi pfichozimi
senzorickymi informacemi a procesem hodnoceni je tvofeno limbickymi mozkovymi
strukturami, které zahrnuji napf. hipokampus a prefrontalni kortex a strukturami pfimo

ovlivilujicimi limbicky systém, tedy striatem (obr. 3) (Druga et al., 2011; Rolls et al., 1998).

Prefrontalni Striatum

Hipokampus

Obr. 3: Medialni rez lidskym mozkem. Modfe naznacena hlavni draha domaminové

distribuce. Prevzato a upraveno [cit. 8.3.2017]: What-when-how, dostupné online
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Kontrolni oblasti v mozku vysilaji signaly, které konfiguruji zpracovani pfichozich
viemU od okamziku k okamziku (Bullmore et al., 2009; Bechara et al., 2004). Lidé maji
unikatni kognitivni flexibilitu. Systém kontroly mozku se sklada z funk&né rozmanitych
oblasti, které jsou anatomicky oddéleny od zbylych systému( zpracovani nervové
odpovédi (Bullmore et al., 2009). Schopnost provadét nescetné ukoly vyzaduje fidici
funkce, které pretrvavaji v prabéhu ¢asu a predchazeji odvraceni pozornosti, ale mohou

také rychle reagovat na nepfedvidatelné pozZzadavky (Anckarsater et al., 2006).

Vlybér odebiranych €asti mozku potkana byl zaloZzen na faktu, Ze MA v mozku
nejvice interferuje s dopaminergni a serotoninergni drahou nervové odpovédi. Obé tyto
drahy spole¢né propojuji oblasti mozku zodpovédné predevSim za kontrolu pohybu

a za mechanismy strachu, potéSeni, odmény a vytvareni zavisosti (Maren et al., 2013).

.  Dopaminergni systém

Dopamin je tzv. neurohormon. Jeho uvolnéni z hypothalamu inhibuje sekreci
prolaktinu z adenohypofyzy, v CNS ovliviiuje Fizeni motoriky, iniciuje rdzné vzorce
chovani a moduluje aktivitu visceralnich funkci. Je to nizkomolekularni neurotransmiter
a patfi mezi katecholaminy. V krevnim obéhu uc€inkuje jako sympatomimetikum
a jako takové zvySuje systolicky krevni tlak a zrychluje srdecni frekvenci (Li et al., 2014;
Krugel et al.,, 2009). Syntetizuje se z tyrosinu nebo z fenylalaninu. Dopamin je
prekurzorem noradrenalinu  (NA) a adrenalinu. Je degradovan MAO
a katechol-O-metyltransferazou (COMT). Kone€nym metabolitem je kyselina
homovanilova (Mansour et al., 1990). Dopaminergni jadra v mozku se oznacuji A8, A9
a A10. NejvyznamnéjSi je v pars compacta substantiae nigrae A9 a medialné
od néj v area tegmentalis ventralis A10. VIdkna ze substantiae nigrae projikuji do striata
a v menSi mife i do globus pallidus. Viakna vystupujici z area tegmentalis ventralis
vytvareji tzv. mezolimbicky dopaminergni systém a konCi v striatum ventrale, pallidum
ventrale, v septum verum, v amygdale a v mozkové kilre, hlavné v prefrontalnim kortexu

a v primarné motorické oblasti (obr. 4).
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Obr. 4: Zapojeni D1 a D2 receptoru v ramci nervovych drah mozku. STN — nukleus
subthalamicus, SNc — substantiae nigrae pars compacta, SNr — substantiae nigrae pars
reticulata, Gpi — globulus pallidus internum, GPe — globulus pallidus externum, GABA —
kyslelina gamaaminomaselna, enk - enkefalin, sP — substance P. Pfevzato a upraveno podle:
Rokyta, 2015.

Snizena koncentrace dopaminu ve striatu vyvolava hypokinezi a chvéni svalstva.
Snizend koncentrace v prefrontalnim kortexu pak poruchy paméti, pozornosti
a motivace. Uzivani MA zvétSuje mnozstvi dopaminu dostupného na D3 receptorech
(Brdicka et al., 2016; Bourque et al., 2011). Ten pfimo stimuluje centrum odmény
v mozku. PFi dlouhodobém uzivani dochazi k ubytku dopaminergnich receptort a ke
snizeni celkové produkce dopaminu. To ma za nasledek abstinen¢ni stavy u zavislych
osob a jejich potfebu navySovat davky zneuzivané latky (Drago et al., 1998; Hollerman
et al., 1998).
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Il.  Serotoninergni systém

Serotoninergni systém v CNS reguluje celou fadu funkci a moduluje aktivitu
ostatnich projekénich systému. Serotoninergni systém Uzce souvisi se systémem
noradrenergnim a Casto ho doplfiuje. Serotonin je odvozen od L — tryptofanu,
jednd se o 5 — HT. Inaktivaci serotoninu katalyzuje dvojice enzymi MAO
a  aldehyddehydrogenaza. Plasobenim téchto  dvou enzymli  vznika
5 — hydroxyindolacetat (kyselina 5 — hydroxyindoloctova), ktery se z téla vyluCuje
pfevazné moci (jako konjugat kyseliny glukuronové) (Holick et al., 2008). U serotoninu
existuje jeSté jedna metabolicka draha, béhem niz se ze serotoninu stane hormon
melatonin. Nejdfive se na aminoskupinu serotoninu navaze acetyl za vzniku
N-acetylserotoninu, nasledné se na hydroxylovou skupinu navaze metyl a vznika

melatonin.

Zname 7 podtypu serotoninergnich receptoru, tzv. 5-HT17R, nékteré excitacni,
jiné inhibi¢ni. Efekt serotoninu silné zavisi na receptorech, které jsou exprimovany
neurony dané struktury. VétSina neuronu tohoto systému je ulozena v rafealnich jadrech
retikularni formace. Jejich axony vstupuji do vzestupnych i sestupnych svazka,
sméfujicich do vSech korovych oblasti (napf. prefrontalni kortex) a do v8ech struktur
limbického systému (napf. hipokampus). DalSi konci ve striatu, thalamu, hypothalamu,
v mozkovém kmeni, v mozeCku a miSe. Nadmérna aktivita ve vzestupnych svazcich
zpUsobuje zménynalad a poruchy chovani. Viakna koncici v zadnim rohu michy ovliviuji

a poruchy spanku (Frankle et al., 2003).
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3.3.1 Striatum

Striatum (téz corpus striatum) je hluboka oblast Sedé hmoty uvnitf hemisfér
koncového mozku (telencephalon) (obr. 5). Je to zfejmé& rozsahem nejvyznamnéjsi
soucast tzv. bazalnich ganglii (nuclei basales). Ty jsou soucasti Sedé hmoty koncového
mozku (telencephalonu) zevné od mozkového hrbolu (thalamus). Bazalni ganglia
se uplatiuji pfi vytvafeni a Fizeni pohybu, podileji se na kognitivnich funkcich
a na funkcich limbického systému. Jedna se o vyvojové staré struktury (Cihak et al.,
2004; Trojan, 2003).

Obr. 5: Rez lidskym mozkem: striatum. Zvyraznéno &ervend, pohled ze strany a zpfedu.

Prevzato [cit. 8.3.2017] : Wikipedia, dostupné online

Morfologicky sem patfi pfedevSim velka jadra v bazalni ¢asti koncového mozku
(telencephalonu) nucleus caudatus, putamen a globus pallidus, ktery se dale déli
na globus pallidus medialis (pallidum internum) — vystupni bazalni ganglion; a globus
pallidus lateralis (pallidum externum) — vmezefeny bazalni ganglion (Grim et al., 2008;
Cihak et al., 2004; Trojan, 2003). Struktury nucleus caudatus spolu s putamen jsou
oznacovany jako corpus striatum. Oznaceni vzniklo podle pruhu (striae) Sedé hmoty,
které spojuiji tato dvé jadra pres bilou hmotu capsula interna. Céasti putamen a globus
pallidus pak tvoFi nucleus lentiformis (Sadler, 2011; Grim et al., 2008; Cihak et al., 2004).
Vyvojové patfi k bazalnim ganglim také corpus amygdaloideum, které je vSak

z funkéniho hlediska fazeno spiSe k limbickému systému (Sadler, 2011;
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Waberzinek et al., 2006; Trojan, 2003). Bazalni ganglia jsou zapojena do nejruznéjsich
okruhu fungujicich v ramci mozku. Obecné schéma prichodu signalu je od kilry
ke vstupnimu bazalnimu ganglionu. Od néj do vystupniho bazalniho ganglionu, dale
do mozkového hrbolu (thalamus) a zpét do kiry. Popisujeme 4 klicky bazalnich ganglii,
a to senzomotorickou, okulomotorickou, limbickou a asociaéni. Pfi popisu zalezi, z jaké
korové oblasti pfichazeji podnéty do okruhu bazalnich ganglii, dale pak zalezi
na jadrech, ktera se uplatiuji jako vstupni &i vystupni, a do jaké funk&ni korové
oblasti sméfuje nasledna projekce. (Grim et al., 2008; Cihak et al., 2006). Informace
pfichazeji pfedevS§im z motorickych a somatosenzitivnich oblasti mozkové kiry
a vstupuji do putamen. Pokracuji pfimou nebo nepfimou drahou (Grim et al., 2008).
Funkci pfimé drahy je podpora pohybu. Nepfimou drahou se pak inhibuje mozkovy hrbol
(thalamus), jehoz prostfednictvim vzrista excitani vliv na mozkovou klru. ZvySena
aktivita v pfimé draze ma za nasledek vy3Si pohybovou aktivitu. Nepfima draha slouzi
predevSim k potlaceni nechténych pohybl (Grim et al., 2008; Trojan, 2003). Aktivita
v obou drahach by méla byt v rovnovaze. V pfipadé jejiho naruSeni dochazi
k hyperkinetickym, pop¥. hypokinetickym porucham (Chang et al., 2007; Trojan, 2003;
Won et al., 2001). Na modulaci aktivity jednotlivych drah ma zasadni vliv pars compacta
Substatiae nigrae pusobenim dopaminu (obr. 4). Ten pfes D1 receptory zvySuje aktivitu
v pfimé draze; pfes D2 receptory sniZuje aktivitu v nepfimé draze (Barrett et al., 2009;
Chang et al., 2007; Ganong, 2005; Seamans et al., 1998; Mansour et al., 1990). Bazalni
ganglia se uplatfuji pfi fizeni motorickych a ¢astecné i kognitivnich funkci. Obecné maji
tlumivy vliv na motoriku. Neurony motorické kury tlumi korové podnéty pfimym
zpétnovazebnym  pusobenim a prostfednictvim retikularni  formace.  Aktivuji
se jiz pfed zahajenim pohybu, pravdépodobné se tedy podileji na jeho planovani (Barrett
et al. 2009; Ganong, 2005). Pfedpoklada se, Ze se také podileji na kontrole slozitych

pohybovych vzorc(, jako je napf. psani, hra s mi¢em &i fe¢ (Guyton, 2006).
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3.3.2 Prefrontalni kortex

Prefrontalni kortex je jednou z nejvétSich kortikalnich oblasti lidského mozku
a tvofi zhruba 29 % jejiho objemu. Je zodpovédny za nejvySsi funkce lidského mozku.
Korova oblast frontalniho laloku (obr. 6), ktera nepatfi k motorickym oblastem,
predstavuje vyznamnou soucast asociacni kary (Grim et al., 2008; Campbell, 2007;
Trojan, 2003). Je spojen se zrakovou, sluchovou a c¢ichovou kirou a dochazi
zde k integraci smyslovych viemd. Shromazduje informace z rdznych zdrojd, odehrava
se v ném planovani, rozhodovani, tvofi nové myslenky a ideje. Je propojen s celym
mozkem, hlavné pak s rostralnim thalamem. Je to jedina kortikalni oblast, ktera vysila
pfimé projekce do hypothalamu a septalnich oblasti a zastava tak vedouci role v regulaci
limbického systému. Ma s nim pfimé obousmérné propojeni a podili se tak na uceni
a paméti (Ambler, 2011; Grim et al., 2008; Campbell, 2007; Waberzinek et al., 2006)
PosSkozeni prefrontalni korové oblasti se projevuje vyraznymi poruchami psychickych
funkci, jako tfeba apatii, poruchou paméti, agresivitou, obsesemi, ztratou spolecenskych
zabran ¢i emocni nestabilitou (Apergis-Schoute et al., 2016; Gillan et al., 2015;
Campbell, 2007; Blair et al., 2001; Brower et al., 2001).

Obr. 6: Rez lidskym mozkem: prefrontélni kortex. Zvyraznéno &ervené, pohled zpredu,

ze strany a medialné. Prevzato [cit. 8.3.2017]: Neurosciencenews, dostupné online
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3.3.3 Hipokampus

Hipokampus je parovy utvar telencephalonu. LeZi v pravé (resp. levé) hemisfére
ve stfedni Casti spankového laloku (obr. 7). Je soucasti limbického systému.
Zprostifedkovava kratkodobou i dlouhodobou pamét a pomaha pfi prostorové orientaci
(Stuchlik, 2014; Nakazawa et al., 2002; Kesner et al., 2002). Pfijima informace jdouci
z klry mozku a z limbického systému, posila je do predniho thalamu, hypothalamu
a zpét do mozkové kury. Tato rytmicky se opakujici vzruchova aktivita hipokampu
je zakladem slozitych integra¢nich déju, jako je tfeba ukladani informaci do dlouhodobé
paméti (Trojan, 2003; Burges et al., 2002). Diky hipokampu se orientujeme v prostoru
a Case. Dovoluje nam vnimat na$i polohu vuci prostfedi a zmény rychlosti a polohy
v Case (Bannerman et al., 2014; Stuchlik, 2014). Jeho poSkozeni se muze projevovat jak
poruchami uceni (ukladani informace do dlouhodobé paméti), tak poruchami kratkodobé

paméti i tfeba Uplnou amnézii (Smdes et al., 2007).

Obr. 7: Rez lidskym mozkem: hipokampus. Zvyraznéno &ervend, pohled ze strany a zpredu.

Prevzato [cit. 8.3.2017]: Psypost, dostupné online

V mozku je fada bunek kédujicich prostor. Nachazeji se jak v hipokampu,
tak napf. v mozeCku ¢i v mozkové kufe (Honey et al., 2000). U vétSiny savcl
je struktura hipokampu prakticky stejna (Bannerman et al., 2006; McCutcheon et al.,
2009; Bullmore et al., 2009; Squire, 1992). Pokud se subjekt nachazi v omezeném
a definovaném prostoru za¢nou pyramidové (a v mozecku také zrnité) buriky v této ¢asti
mozku produkovat silné vzruchy (Caputi et al., 2012; O'Keefe et al., 1978;
Rawlins et al., 1982; O Keefe et al. 1971). Toto prostfedi tak definuje aktivni a receptivni
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prostfedi subjektu. Analyzu téchto bunek lze provadét v oteviené aréné s volnym
pohybem, nebo pomoci radialniho ¢€i Morrisova vodniho bludisté (Mariano et al. 2009;
Pothuizen et al., 2004). U pozemnich savcu (napf. potkan) jsou tyto buriky méné citlivé
na svisly rozmeér, naopak u netopyra jsou vysilany silné vzruchy v reakci na vSechny
3 zakladni osy smeéru (Stuchlik, 2014; Stuchlik et al., 2007). Bunky sméru hlavy,
které se nachazeji hned v nékolika mozkovych strukturach spojenych s hipokampem,
v roce 1990 objevil spolu s kolegy Taube. Spoustéji vzruchy, pokud se zvife diva urcitym
smérem. U téchto bunék tedy nezalezi na tom, kde v prostoru se zvife nachazi,
ale naopak na tom, jaky ma uhel pohledu. Zaroven byly v hipokampu nalezeny i burky
citlivé jak na smér hlavy, tak na celkovou polohu zvifete v prostoru (Stuchlik, 2014;
Stuchlik et al., 2007; Stuchlik et al., 2004). NarGSeni této struktury muize veést
k emocionalni nestabilité jedince projevujici se jako Uzkostné stavy, deprese
nebo obsese (Apergis-Schoute et al., 2016; Barkus et al., 2010; Pentkowski et al., 2006;
Deaco et al., 2002; Nicolini et al., 1996).
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3.4 Testované geny a endogennikontroly

V ramci vyzkumu provadéném na Ustavu lékafské genetiky 3.If UK (grantovy

projekt GA CR: 14-03708S) byla testovana exprese 13 gentl (tab. 4) ve vybranych

3 Castech mozku u 16 dospélych potkanu (8 prenatalné vystavenych metamfetaminu

a 8 kontrolnich). Exprese vSech genl byla vzdy vztazena k expresi 2 vybranych

endogennich kontrol. Jako endogenni kontroly byly vybrany dva homeboxové geny B2V

a RPS6 (tab. 5). Wbrany byly na podkladé jejich stalé a vyrovnané exprese ve vSech 3

odebiranych ¢astech mozku potkana.

Tab. 4: Seznam testovanych genti v rémci projektu GA CR: 14-03708S

Geny

Cely nazev

Funkce

BDNF

Brain derived neurotrophic

factor

Koduje proteiny ristového faktoru nervi
(Joyce et al., 2004)

CARTPT

Cocaine And Amphetamine

Regulated Transcript protein

Kdduje preproprotein, ktery je proteolyticky
zpracovan za vzniku vice biologicky aktivnich
peptidd, které reguluji chut k jidlu,
energetickou rowovahu, udrZzovani télesné
hmotnosti a dale se podileji na vzniku
zavislosti a stresové reakce (Piechota et al.,
2012)

DRD3

Dopamine Receptor D3

Receptor lokalizovany v limbickych oblastech
mozku, které jsou spojeny s kognitivnimi,
emocionalnimi a endokrinnimi funkcemi
(Birbaumer et al., 2005; Szekeres et al.,
2004Xu et al., 1997).

ESR1

Estrogen Receptor 1

Gen koédujici estrogenowy receptor, ligandem
aktivovany transkripéni faktor slozeny z
nékolika domén dulezitych pro vazbu
hormon(, DNA vazbu a aktivaci transkripce.
(Shiba et al., 2011)

FOXP2

Forkhead Box P2

Gen kédujici €lena rodiny transkripnich
faktor(l forkhead/winged-helix. Gen nezbytny
pro spramy wwoj feCowch a jazykowch
oblasti mozku béhem embryogeneze (Lai et
al., 2003)
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GRIN1 Glutamate lonotropic Tyto geny kéduji protein je N-metyl-D-
Receptor NMDA Type aspartatova (NMDA) receptorova
Subunit 1 podjednotka. NMDA receptory jsou ligandové
GRIN2 Glutamate lonotropic a napétovwe zavislé a podileji se na
Receptor NMDA Type dlouhodobé potenciaci. Aktiné zw3uji
Subunit 2 u¢innost synaptického pfenosu, u néhoz se
GRIN2a Glutamate lonotropic pfedpoklada urita spojitost s paméti a
Receptor NMDA Type ucenim (Erikson et al., 2010; Kerdsan et al.,
Subunit 2A 2009; Romberg et al., 2009; Sanderson et
al., 2011, Sanderson et al., 2007).
IGF1R Insulin Like Growth Factor 1 | Receptor vaze IGF s wsokou afinitou a ma
Receptor tyrosinkinazowou aktivitu. Receptor IGF1
hraje rozhoduijici roli pfi ristu (Dluzen et al.,
2011).
OLR522 Oxidized Low Density Tento protein se podili na regulaci apoptézy
Lipoprotein Receptor indukované Fas receptorem (Ma et al.,
2005).
NR3 Nuclear Receptor Subfamily | Tento gen kdéduje glukokortikoidni receptor,
3 Group C Member 1 ktery funguje jako transkrip&ni faktor a jako
regulator jinych transkripénich faktord.
(Pamaudeau et al., 2014; Fukaya et al. 2003)
RPS6KA3 Ribosomal Protein Se Kinase | Aktivita tohoto proteinu souvisi s fizenim
A3 rstu a diferenciaci bunék (Tang etal., 2011).
TACR3 Tachykinin Receptor 3 Tento gen kéduje receptor pro tachykininowy

neurokinin 3, oznaCovany také jako
neurokinin B (Barros et al., 2013; Topaloglu
et al., 2009)

Tab. 5: Testované endogenni kontroly v ramci projektu GA CR: 14-03708S Endogenni

kontroly byly testované na stélou expresy ve 3 vybranych ¢astech mozku.

Gen Nazev Stala exprese

B2Mm Beta-2-Microglobulin

RPS6 Retinitis Pigmentosa 6 (X-Linked Recessiwe)

PPIA Peptidylprolyl Isomerase A X
PGK1 Phosphoglycerate Kinase 1 X
GAPDM Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase X
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V ramci své diplomové prace jsem se podrobnéji zabyvala 3 vybranymi geny.
Ato geny DRD3, FOXP2 a TACRS3.

I. Gen DRD3

Lidské i zvifeci studie naznacuji, ze dopaminové receptory hraji ustfedni roli
ve vyvoji zavislosti a v rozvoji psychotickych poruchach vyvolanych konzumaci riiznych
latek, napf. alkoholu, nikotinu, opioidl, kanabinoidu, kokainu ¢i amfetamind (Birbaumer
et al., 2005; Volkow et al., 2004; Drago et al., 1998) (obr. 8).
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Obr. 8: Umisténi genu DRD3 na lidském chromosomu 3. Naznadeno ¢ervené

Zname 5 dopaminovych receptoru, tzv. D15, které jsou spfazeny s G-proteinem
ovliviiujicim  aktivitu adenylatcyklazy. Délime je do dvou skupin podle toho,
zda adenylatcyklazu stimuluji prostfednictvim Gs-proteinu (D1, Ds), nebo inhibuji
prostfednictvim Gi-proteinu (D2, Ds, D4) (Jonsson et al., 2003). Jednotlivé struktury CNS
se li§i denzitou a zastoupenim jednotlivych receptor. Napf. motorické korové oblasti
jsou bohaté na D2, na rozdil od limbického systému, kde previadaji receptory Ds a Da.
Pfedpoklada se, Ze genetické varianty dopaminergnich receptorl ovliviuje individualni
citivost na MA a C€as nastupu psychozy. MA se v CNS pfimo vaze na dopaminergni
receptory vSech podtypu (D1-5) (Ujike et al., 2009; Utsunomiya et al., 2008). Primarnim
u¢inkem MA je zvySeni koncentrace dopaminu v synaptické Stérbiné a aktivace
dopaminovych receptort v nucleus accumbens, coz je jednim z kli€ovych mechanism(
indukce navyku a odménovani (Ujike et al., 2009; Duberter et al., 1998).

[I. Gen FOXP2

Tento gen pro forkhead box protein 2 je svazan se spravnym vyvojem fecCi
a jazyka. Osoby s chybou v tomto genu trpi tzv. apraxii fe€i, coz zt€zuje vytvareni
sekvenci zvuk, slabik a slov (obr. 9). Tento stav je dusledkem abnormalit ve striatu, kde
se planuji a koordinuji pohyby rtl, Ust a jazyka. Déti s détskou apraxii Feci typicky fikaji
sva prvni slova pozdéji, jejich fe€ je Casto obtizné srozumitelna, ackoli se jasnost feci
ponékud zlepSuje v prubéhu ¢asu. Kromé problému s vytvafenim Feci, mohou mit takto

postiZzeni lidé potize také s porozuménim reci.
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Objevuiji se problémy se &tenim, psanim, pravopisem a gramatikou. Casto také
dochazi ke zpomaleni vyvoje motorickychdovednosti, jako jsou chize €i jemna motorika
a k porucham autistického spektra, které je charakterizovano narusenim komunikace

a socialni interakce (Lai et al., 2003).

Chr 7

p22.3
p2z.1
p21.3
p2l.2
p21.1
pi5.3
p15.2
pld.3
pld.1
plz.3
plz.1
pll.2
q11.21
ll.22
q11.23
g2l.11
92113
421.3
uzz.1
u2Z.3
g3l.1
q3l.z
93131
0332
03,33

II 435

33
o34
36,1
436.2
436.3

Obr. 9: Umisténi genu FOXP2 na lidském chromosomu 7. Naznaceno Cervené

Ill. Gen TACR3

Gen TAC3 kéduje neurokinin B a gen TACR3 (obr. 10) kéduje jeho receptor.
Neurokinin B je vysoce exprimovan v hypothalamickych neuronech spolu
s kisspeptinem. Oba se podileji na centralni regulaci gonadalnich funkci prostfednictvim
gonadotropin-releasing hormonu (GnRH). Neurokinin B, potazmo jeho receptor
kdédovany genem TACRS, tedy sehrava zasadni roli ve fyziologii puberty (Barros et al.,
2013; Topaloglu et al., 2009).
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Obr. 10: Umisténi genu TACR3 na lidském chromosomu 4. Naznateno Cervené
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4 Material

V sou€asné dobé mame u Clovéka k dispozici pouze kusé informace z oblasti
genetickych mechanismi vzniku psychickych poruch a z oblasti pfenosu drogové
zavislosti (Shilling et al., 2006). Klinické studie jsou v této problematice pfevazné
zaméreny na statistické srovnavani. Navic neni prakticky mozné udrZzet dostate¢né
velkou skupinu déti prenatalné exponovanych MA az do jejich dospélosti (Behnke et al.,
2013). Pravé z divodu omezenych moznosti klinickych studii je vétSina praci
o prenatalnim plUsobeni drog provadéna na zvifecich modelech (Schutova et al., 2013;
Slamberova et al., 2006). Na prvni pohled se zda, Ze vyvoj lidi a potkand je zcela jiny.
To je zpusobeno predevSim obrovskymi rozdily v délce trvani prenatalniho
a postnatalniho vyvoje. Dité se narodi po deviti mésicich (270 dnech) in utero
a dospélosti dosahne priblizné ve 20 letech, zatimco vyvoj potkana trva priblizné 6 tydnd,
3 tydny pfed (embryonicky den (E) 0 az 21) a 3 tydny po porodu (postnatalni den (P)
0 az 21). Nicméné, napadné podobnosti Ize pozorovat v rozvoji mozku a s tim spojené
motoriky vztahneme-li je na ¢asovou osu, kde jednomu dni ve vyvoji mladéte potkana

odpovida jeden mésic vyvoje ditéte (tab. 6) (Vinay et a., 2005).

Tab. 6: Srovnani délky vyvojovych obdobi potkana a ¢lovéka. Pokusny potkan se dozZiva
cca 3 let, ¢lovék pak v priméru 80 let. Vypocet: (80 x 365) + (3 x 365)= 26,7 lidskych dni
odpovida 1 dni v Zivoté potkana. Zaroveri: 365 + 26,7 = 13,8 dnii v Zivoté potkana

odpovida 1 roku Zivota ¢lovéka. Pfevzato a upraveno podle: Sengupta, 2013

Obdobi zivota

Potkan

Clovék

Délka zivota

2-3 roky

75-85 let

Odstaveni Mezi 3.-4. tydnem Po 6-12 mésicich
Prepubertalni obdobi 4. tyden Mezi 8-10 rokem
Adolescence 5.-10. tyden 10-20 let
Dospélost Od 10.-12. tydne Od 20. roku
Nastup klimaktéria Od 16. mésict Od 45 roku
Pozdni vék Od 20. mésice Od 60. roku
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Oba (dité i mladé) jsou z pohledu motoriky pfi narozeni pomérné nezrali. Potkan
lezici v nachylené poloze je schopen zvednout hlavu v den P2 (Westerga et al., 1990;
Altman et al., 1975), coz odpovida zhruba tfetimu mésici u ditéte. V den P5 u potkana
se ramena zvedaji ze zemé. To je spojeno s funkénim dozravanim prednich koncetin,
které postupné zacinaji podporovat vahu predni ¢astitéla (Altman etal., 1975). Na konci
prvniho postnatalnino tydne zadni konéetiny zatim nejsou schopny podporovat
u potkand vahu panve. Podpora pomoci tlapky je poprvé pozorovana v den P10.
Ode dne P12 dale pak zvife mGze chodit (Westerga et al., 1990; Altman et al., 1975).

A stejné tak batole zacina chodit koncem 1. roku (Vinay et al., 2005).
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41 Zvirataa chov

Spole¢nosti Anlab (Praque, Czech Republic) byli dovezeni samci (300-400 g)
a samice (250-300 g) potkana Wistar z Charles River Laboratories International, Inc.
Zvifata byla umisténa do kleci po 4-5 kusech podle pohlavi, mistnost s kolonii byla
vytapéna na 22 — 24,8 °C a byl zde udrzovan standartni 12 hodinovy cyklus svétla a tmy,
pficemz svétlo se zapinalo vzdy v6.00 hod. Zvifata byla po dobu jednoho tydne
ponechana bez vyruSeni s pfistupem k vodé a krmivu dle libosti. Po uplynuti aklima&niho
obdobi byly samice zvazeny a pomoci vaginalniho vytéru byl stanoven jejich estralni
cyklus. Faze estralniho cyklu byla stanovena pro kazdou pohlavné dospélou samici.
Samice na zacCatku faze estrus byla na jeden den dana do klece s pohlavné dospélym
samcem, vzdy jeden par v jedné kleci (Slamberova et al., 2005). Nasledujici den byl
samicim proveden vaginaini stér. Pokud byly objeveny spermie, byl den fertilizace
zapsan jako Den 1 gestace. Samice byly nasledné vraceny do své plvodni klece. V Den
21 byla samice pfesunuta do vlastni klece. Den narozeni byl zapsan jako Postnatalni
den 0 (PD 0). Kazda matka se starala pfiblizné o 12 mladat. Aby se zabranilo zkresleni,
byly matce v den PD 1 vétSinou pfidéleny 3 jeji vlastni samice a samcia 3 cizi samice
a samci od matky s rozdiinym zachazenim (dale). V PD 21 byla mladata odstavena a
pfesunuta do separatnich kleci, rozdélena dle pohlavi. Cyklus dne a noci jim byl
pfevracen a rozsvécenibylo nastaveno na 18.00 hod. Zvifata byla ponechana nerusena
az do dospélosti.

Postupy pro zachazeni se zviraty v ramcitohoto experimentu byly pfezkoumany
a schvaleny Ustfedni komisi pro ochranu zvifat a jsou v souladu s ustanovenimi Viady
a se zakonem ¢€.246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a s vyhlaSkou
¢.311/1997 Sb. Ministerstva zemé&délstvi Ceské republiky.
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4.2 Podavanidrogya experimentalniskupiny

Téhotné samice byly rozdéleny do dvou skupin: MA skupina a SAL skupina.
Samicim z MA skupiny byl podavan D-metamfetamin hydrochlorid, poskytnuty
Farmaceutickou fakultou UK v Hradci Kralove, a to v davce 5 mg/kg. Davka byla samicim
podavana v objemu 0,5 ml/kg podkozné (s.c.) po celou dobu bfezosti (resp. od prvniho
do posledniho dne gestace) (Slamberova et al. 2005). MnoZstvi podavaného MA bylo
zvoleno na podkladé studie Acuff-Smith et al., 1996. Davky 5 mg/kg vyusti v podobnou
koncentraci drogy v mozku potkana, jaka byla zjisténa u déti Zen zavislych na MA.
Tato davka byla a je vyuzivana i v daldich pokusech (Slamberova et al., 2005). Samicim
ze SAL skupiny byl podavan 0,9% NaCl roztok s.c. po celou dobu bfezosti. V den
narozeni, PD 1, byla v8echna mladata ozna¢ena ¢ernym India inkoustem aplikovanym
pod kuzi. Mladata z MA skupiny byla oznaCena na levé noze, mladata ze SAL skupiny

pak na noze prave.
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4.3 Pristrojovatechnika, pomiicky a programy

Autoklav Systec DE-23 (Systec)
Automaticka pipeta jednokanalova Biopipette A (Labnet) (1000 — 5000 pl)
Automatické pipety jednokanalové Discovery+ (HTL) (Lab Solution)
(0,1 -2; 2 -20; 20 — 200; 100 — 1000 pl)
Centrifuga Z 300 (Hermle)

Centrifuga MPW-51 (Mechanika Precyzyjna)
Hlubokomrazici box U410 (New Brunswick)
LabCycler gradient SensoQuest (Scholler)
Laminarni box Auramini (Bioair)

Laminarni box HERAsafe (Heraeus)
Laminarni box CleanAir (Scholler)

Ledni¢cka ARC (Whirlpool)

Minicentrifuga Z100 M (Hermle)

Mrazni¢ka zasuvkova (Whirlpool)
Nanofotometr (Implen)

Powergen 125 (Fisher Scientific)

Stolovy vortex (Scientific industrie)
Termocykler C1000TM (Bio-Rad)

TrepacCka a inkubator NB205-QF (N-Biotek)
Vahy digitalni 40SM-200A (Precisa)

7000 SDS ABI Prism (Applied Biosystem)

Programy:

7000 Sequence Detection Software 1.2.3. (Applied Biosystems)
Assays-on-Demand TM (Applied Biosystems)

Genesnap (Syngene)

GraphPad Prism 3

RQ Manager 1.2.1 (TermoFisher Scientific)

TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems)
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4.4 Chemikalie,reaktenty a kity

99,8% etanol (Sigma Aldrich)

Kyselina octova 99,8 % (Sigma Aldrich)
Chloroform (Sigma Aldrich)
Isopropylalkohol (Sigma Aldrich)
RNase free voda (Sigma Aldrich)
Hydroxid sodny (Sigma Aldrich)
Citronan sodny (Sigma Aldrich)

TRIreagent (Sigma Aldrich)

Cisténi RNADnazou

DNase I, Amplification Grade (Invitrogen)

Reverznitranskripce

High Capacity cDONA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)

Kvantitativni PCR
Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)

TagMan® Endogenous Controls (Applied Biosystems)
(Rn02112097_g1; Rn005608665_m1)

TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems)

(Rn04220254_s1; Rn02531967_s1; Rn01436038_m1; Rn00561341_m1; Rn00568514_m1;
Rn00561369_m1; Rn01640372_m1; Rn00583837_m1; Rn01456150_m1; Rn01419234_m1;

Rn01645174_m1; Rn00566955 m1; Rn00567568_m1)
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5

5.1

Metodika prace

Izolace RNA

Byla izolovana celkova RNA (smés mRNA, tRNA a rRNA) z vyoperovanych Casti

mozku dospélého potkana. Potkanim byly vyoperovany striatum, prefrontalni kortex

a hipokampus. Kazda ze 3 ¢asti byla potopena do vliastni zkumavky s TRl reagent. Tkan

byla

homogenizovana, centrifugovana, promyta chloroformem a vysraZena

v isopropanolu. Ziskana totalni RNA byla pouzita pro metody DNA microarray

hybridizace a real-time PCR.

5.1.2 Vlastni postup

10.

11.

12.

TRIreagent byl rozpipetovan do zkumavek pfi pokojoveé teploté. Bylo potfeba 1 ml
TRIreagentu na 50-100 mg tkané.

VSechny nasledujici kroky izolace probihaly na ledu.

Z potkaniho mozku byly odebrany 3 vybrané casti Kazda o hmotnosti
pfiblizné 50-100 mg.

Kousky mozku byly okamzité umistény to 1-2 ml TRIreagentu.

Vzorky v TRIreagentu byly homogenizovany za pouziti homogenizatoru tkani
Powergen 125 (Fisher Scientific). Homogenizace probihala za postupného
zvySovani otaek od 5 000 kcca 20000 za minutu po dobu
30 — 60 sekund. Homogenizace byla provadéna, dokud nevznikl homogenni
roztok.

Vzorky byly pfi pokojové teploté inkubovany 5-10 minut.

K vzorkim bylo pfidano 0,2 ml chloroformu na 1 ml pouzitého TRIreagentu.
Vzorky byly po dobu 15-30 sekund ru¢né promichavany a nasledné inkubovany
5 minut pfi pokojové teploté.

Vzorky byly staceny pfi 10 000 x g po dobu 15 minut pfi 4 °C.

Horni vodni faze obsahujici celkovou RNA byla opatrné odeberana a umisténa
do novych 2 ml ependorfek. Zbyla organicka faze TRIreagentu byla uskladnéna
pro izolaci DNA pfi teploté 4 °C. Takto mUze byt uchovavana i nékolik meésicu.
RNA byla vysrazena pridanim 0,5 ml isopropylalkoholu na 1 ml pouzitého
TRIreagentu.

Vzorky byly inkubovany pfi pokojové teploté 10-30 minut nebo ponechany

v -80 °C prfes noc.
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13.
14.

15.
16.

17.
18.

19.

20.

21.
22.

23.
24.

25.
26.

27.

Vzorek byl sta€en pfi 12 000 x g po dobu 15 minut pfi 4 °C.

Supernatant byl opatrné odeberan a peleta byla promyvana 75% ethanolem.
Byl pouzit 1 ml 75% ethanolu na 1 ml pouzitého TRIreagentu.

Vzorek byl stacen pfi 12 000 x g po dobu 15 minut pfi 4 °C.

Supernatant byl opatrné odeberan a peleta byla susena 5-10 minut v laminarnim
boxu.

K peleté bylo pfidano 200-300 pl (v zavislosti na velikosti pelety) RNase free vody.
Celkova RNA byla vysrazena pfidanim 60 uyl 2M octanu sodného (RNase free),
pH 5.2. VSe bylo dobfe promichano.

Ke vzorku byl pfidan 1 ml absolutniho ethanolu. Vzorek byl umistén na suchy led
nebo do -80 °C. Vzorek v tomto stavu mohl zustat nékolik dni az tydna.

Po rozmrazeni byl vzorek stoCen pfi 180000 x g po dobu 20-30 minut
pfi 4 °C.

Supernatant byl odeberan.

Pelety byly promyvany 500 pl 70% ethanolem a opét staceny pfi 18 000 x g
po dobu 20-30 minut pfi 4 °C.

Vzorky byly suSeny 5-10 minut v laminarnim boxu.

Peleta byla resuspendovana v RNase free vodé. Vysledna koncentrace
byla 5-7 ug/pl.

Vzorky byly sto€eny, po dobu 5-7 minut zahfivany pfi 65 °C a zvortexovany.

Na spektrofotometru bylo zméfeno mnozstvi RNA ve vzorku. Na méreni optické
hustoty A260 byl pouzit 1 ul vzorku, pomér nastaven na A260/A280.

Vzorky RNA byly takto pfipraveny pro dalSi metody a az do pouZziti ulozeny
do -80 °C.
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5.2 Upravavzorku pro metodu DNA microarray hybridizacea

real-time PCR

Pfed pouzitim vzorku pro metody microarray hybridizace a real-time PCR bylo

nutno provést CiSténi pomoci vysrazeni a DNAse a nasledny prepis mRNA do cDNA

pomoci reverzni transkripce.

5.2.1 Postup €iSténivzorkuvysrazenim

Postup C¢iSténi pro pfipravu vzorku na zpracovani metodou microarray

hybridizace.

1. Do nové RNase free microcentrifugaéni ependorfky, o objemu 340 l,
bylo pfeneseno 100 ug nebo méné RNA.

2.  Celkova RNA byla vysrazena pfidanim 60 yl RNase free 2M octanu sodného
a dobfe promichana.

3. Pak byl pfidan 1 ml absolutniho ethanolu a vzorky byly umistény do -80 °C
nebo na suchy led.

4.  Vzorky byly ponechany v mrazu dokud zcela neztuhly. Takto zpracované vzorky
mohou byt v -80 °C ponechany nékolik tydn(.

5. RNA byla vysrazena stoCenim vzorku pfi 18 000 x g po dobu 25 minut
pfi 4 °C.

6. Byl odebran supernatant.

7. Peleta byla jednou promyta 500 uyl 70% alkoholu a stoena pfi 18 000 x g
po dobu 25 minut pfi 4 °C.

8. Peleta RNA byla resuspendovana v RNase free vodé, vysledna koncentrace byla
5-7 pg/pl.

9. Vzorky byly zvortexovany, kratce stoCeny a po dobu 5 minut inkubovany
v termocykleru pfi 65 °C. Pak byly ponechany na ledu.

10. Koncentrace celkové RNA byla zméfena na spektrofotometru. Na méreni optické
hustoty A260 byl pouzit 1 pl vzorku, pomér nastaven na A260/A280.

11. Takto upravené vzorky byly budto dale zpracovany pomoci reverzni transkripce

nabo uchovany pfi -20 °C az do dal$iho zpracovani.

46



5.2.2 PreciSténivzorku DNazou

Postup Cisténi pro pfipravu vzorku na zpracovani metodou real-time PCR.

(Postup dle protokolu vyrobce.)

1. Dnaza je senzitivni k fyzické denaturaci, tudiz se nevortexuje. Michame opatrné
protfepanim zkumavky ¢€i pipetovanim a kratce stacime.

Pro precisténi vzorku byl pouzit 1 yl DNazy na 8 ul vzorku.

Vzorky byly inkubovany 15 minut pfi pokojové teploté.

Poté byl ke kazdému vzorku pfidan 1 yl 50mM Stop Solution (EDTA).

Vzorky byly inkubovany v termocykleru 10 minut pfi 70 °C.

© 0 M w DN

Koncentrace celkové RNA byla zméfena na spektrofotometru. Na méfeni optické
hustoty A260 byl pouzit 1 ul vzorku, pomér nastaven na A260/A280.
7. Takto upravené vzorky byly dale zpracovany pomoci reverzni transkripce

nebo uchovany pfi -20 °C az do dalSiho zpracovani.
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5.2.3 Reverznitranskripce

Pfepis mRNA do cDNA pomoci High Capacity cDNA Kit. (Postup dle protokolu
vyrobce.)

1. Podle koncentrace RNA ve vzorcich byl pfipraven RT mix (tab. 7) na 20 ul reakce.

2. Bylo pfidano tolik RNA, aby jeji celkové mnozZstvi v reakci bylo do 2 ug.

3. Reakéni smés byla doplnéna DNase free vodou do 20 pl, promichana a kratce
stoCena.

4.  Vzorky byly umistény do termocykleru s nastavenym programem pro reverzni
transkripci (tab. 8).

Tab. 7: Priprava reakéni smési pro reverzni transkripci

Reakéni komponenta Objem v pl
2 x RT pufr 10
20 x RT enzyme Mix 1wl
Vzorek Do 9 ul (do 2 ug)
DNase free woda Do 20 pl celkového objemu
Celkow objem 20

Tab. 8: Nastaveni termocykleru pro reverzni transkripci.

Reakéni krok Teplota v °C Cas
Hybridizace 37 60 min
Reverzni transkripce 95 5 min
Inaktivace enzymu 4 °°
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5.3 Genotypizace vzorku metodou micro-array hybridizace

Metoda byla provadé&na na Akademii v&d, v laboratofich UMG na oddéleni
bunécné biologie. Byla pfedana celkova RNA z hipokampu a striata. Z prefrontalniho
kortexu se z diivodu omezenych zdrojii na metodu zadné vzorky neposilaly. Na UMG
byly po zjisténi slozeni a koncentrace slozek vybrany nejCistSi vzorky,
vzdy 3 MA na 3 SAL vzorky od pfislusného potkana. Na podkladé vysledkd z microarray
hybridizace bylo zvoleno 13 genu testovanych metodou real-time PCR.

5.3.1 Analyzarozptylu

Jde o variantu t-testu, kdy se mezi sebou srovnavaji vice jak 2 skupiny dat.
Analyza rozptylu tzv. ANOVA test (Analysis of variance) je metoda umozriujici ovéfit,
zda na hodnotu nahodné veli€iny pro urCity vzorek ma statisticky vyznamny vliv hodnota
nékterého pozorovatelného znaku. Tento znak slouzi k rozdéleni vzorkd do vzajemné
porovnavanych skupin a musi nabyvat jen kone¢ného po¢tu moznych hodnot (nejméné
2). Kvantitativni hodnota znaku pfitom nema povahu miry. ANOVA test probiha v zasadé
ve 2 krocich. Nejprve zjiStujeme, zda mezi skupinami existuje né&jaka odliSnost. Pokud
ano, v dal$im kroku zjistujeme mezi kterymi skupinami se tato odli§nost nachazi (Serek,
2013). Pomoci této statistické metody byla ur€ena kriticka hodnota (s ur€itou hladinou
vyznamnosti) a byla testovana statisticka vyznamnost nalezenych rozdilli mezi

skupinami.
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5.4 Meérenigenové exprese metodou Real-time PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je jednou z nejmocnéjSich technologii
molekularni biologie. Pomoci PCR mohou byt specifické sekvence v templatu DNA
nebo cDNA kopirovany, resp. amplifikovany az miliénkrat s pouzitim sekvenéné
specifickych oligonukleotidu, tepelné stabilni DNA polymerazy a tepelného cyklu.
V kvantitativni real-time PCR se v kazdém cyklu méfi PCR produkt. Monitorovanim
reakci b&éhem exponencialni amplitudy reakce uzivatel mize s velkou presnosti urcit
pocCateCni mnozstvi targetu. Detekce mnozstvi DNA je mozna diky fluorescenénimu
substratu, ktery se specificky vaze na pfitomnou DNA. Fluorescence je vyzafovana
substratem az po jeho navazani na DNA, nikoliv volnym substratem.
Hladina fluorescence substratu odrazi mnozstvi pfitomné DNA. Real-time PCR
se obvykle provadi v 96 jamkovych destickach a fluorescence je odecCitana z kazdé
jamky zvlast. Pro detekci cilové DNA je Real-time PCR vysoce citlivou metodou a pokud
jsou vyuzity specifické fluorescenéni substraty, tak je to i metoda vysoce specificka.
V ramci naseho pokusu bylo pracovano se TagMan® assayemi. Signal assaye
je v €asnych PCR cyklech detekovan pouze nizky. Tato poCatecni data, automaticky
odecCtena v programu real-time PCR, se nazyvaji fluorescencni prah. Pokud vzorek
obsahuje hledany target, nakonec se vytvofi dostateCné mnozstvi Stépené assaye,

aby vytvofila dostatecné silny signal prekracujici fluorescencni prah.
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5.4.1 Postup real-time PCR amplifikace

Pro kazdy sledovany gen byla pfipravena reakéni smés (tab. 9). MnozZstvi smési

bylo upraveno dle poctu méfenych vzorkll se zapocitanou negativni kontrolou

a vSe nasobeno neb reakce byla pipetovana v tripletech.

(Postup dle protokolu vyrobce.)

1.

o w0

Vzorek cDNA byl 10 x nafedén RNase free vodou a rozpipetovan do 96 jamkove
destiCky.

Desticka byla sto¢ena pfi 500 x g po dobu 2 minut.

K 10 pl cDNA bylo pfidano 15 pl reakéni smési.

DestiCka byla prelepena félii a sto€ena pfi 2 000 x g po dobu 2 minut.

Amplifikace probéhla v pfistroji 7000 SDS ABI Prism dle nastaveného teplotniho
program (tab. 10).

Tab. 9: Reakcni smés pro jednu reakci real-time PCR.

Reakcni komponenta Objem v pl
TagMan® Gene Exp. Master Mix (2x) 25 pl
TagMan® Gene Exp. Assay (20x) 2.5l
Vzorek (cDNA templat) 10-100ng
RNase free voda Do 50 pl celkoveho objemu
Celkow objem do reakce 50

Tab. 10: Teplotni program pro real-time PCR amplifikaci. UNG — uracil-N-glyk osylaza.

ReakcEni krok Teplota v °C Cas
Aktivace UNG 50 2 minut
Aktivace polymerazy 95 10 minut
Denaturace 95 15 vterin Opakovat
Hybridizace a elongace 60 1 minut 50 x
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5.4.2 Kvantifikace genové exprese

Data zreal-tme PCR reakce byla vyhodnocena pomoci programu
RQ Manager 1.2.1 (ThermoFisher Scientific), z néhoz byly ziskany hodnoty
pro Cr (treshold cycle). Tyto hodnoty odpovidaji cyklu PCR reakce, ve kterém doslo
k prekroCeni fluorescencniho prahu. Relativni genova exprese byla analyzovana
komparativni Cr metodou. Pro stanoveni hodnot ACr byly analyzované geny

normalizované vic¢i endogenni kontrole.
5.4.3 Statistické vyhodnoceni metody real-time PCR

Statistické analyzy a grafické znazornéni byly zpracovany programem GraphPad
Prism 3 (GraphPad Software). Normalni distribuce hodnot byla vyhodnocena
D'Agostino-Pearsonovym testem. JelikoZz byly hodnoty nerovnomérné distribuovany,
byl pro vypoCet pouzit neparametricky Mann-Whitneyho U test. Vzajemny vztah dvou
veli€in byl definovan prostfednictvim parametrického Pearsonova €i neparametrického
Spearmanova korelaCniho koeficientu. Za statisticky signifikantni hodnotu byla

povazovana hladina vyznamnosti p < 0,05.
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5.4.3.1 Metoda kvantifikace s kalkulaci efektivity PCR

Béhem relativni kvantifikaci genové exprese byla porovnavana relativni zmeéna
genoveé exprese ve vice vzorcich. Jako kontrolni (endogenni geny) byly vybrany geny
B2M a RPS6. Byly zjiStovany zmény v mnozstvi mRNA testovaného vzorku oproti
endogenni kontrole. Pro vypocet relativni kvantifikace genové eprese byla pouzita
metoda kvantifikace s kalkulaci efektivity PCR tzv. Pfafflova metoda.
Protoze tato metoda bere v ivahu mozny rozdil mezirychlosti a efektivitou amplifikace
jednotlivych gent, musibyt pfed jejim pouzitim nejprve stanovena efektivita PCR reakce
jak pro sledovany gen, tak pro endogenni kontrolu.

Nejprve tedy byla sestrojena kalibrani kfivka, kdy z rovnice regresni primky

kalibracni kfivky byla vypoctena efektivita reakce (Pfaffl, 2001) podle vzorce:

1
E = 10_smérnice pifmky

Pro vypoCet ACt se vypoCitd rozdil mezi geny a endogenni kontrolou
u jednotlivych experimentalnich vzorkd (Pfaffl, 2001). VypoCet poméru mnozstvi

cilového genu ku endogenni kontrole:

ACt sledovany gen (endogenni kontrola —sledovany gen)
sledovany gen
RQ = ACt sledovany gen (endogenni kontrola—sledovany gen)
endogenni kontrola
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5.4.3.2 Mann-Whitneytv U test

Jde o0 neparametrickou variantu t-testu se skoro stejnou silou v pfipadé
normalniho rozloZeni dat. Pfedpokladem je tvrzeni, Zze X > Y =Y > X. Wpocitana
statistka ma pfiblizni normalni rozdéleni. Pfiemz u malych poctd jsou hodnoty
tabelovany zviast. Byla spocitana U statistika pro prvni sadu mérfeni. Hodnoty z obou
sad méfeni se seradily dle velikosti. Pficemz hodnota U: byla sou¢tem hodnot ze sady

2, které byly niz§i nez jednotlivé prvky sady 1.

n,(n, +1)

Uy =R, 2

Kdy R1 je soucet pofadi skupiny 1.

Nasledné jsme provedli normalizaci pomoci vzorce:

U—-—my
zZ =
Sy
Kdy z je normalizovana statistika.
nn,

Kdy mu je primér U statistiky.

nn,(n, +n, + 1)
Oy = 12

Kdy du je smérodatné odchylka U statistiky.

Wpoctena statistika byla porovnana s tabelovymi hodnotami pro

Mann-Whitneylv U test.
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6 Vysledky s dokumentaci

V ramci projektu GA CR: 14-03708S byly statisticky vyhodnocovany vysledky
microarray hybridizace a vysledky pro 13 genl testovanych ve 3 &astech mozku
metodou real-time PCR. Ze statistického vyhodnoceni microarray hybridizace nevySla
zmeénéna exprese u zadného z testovanych genu signifikantné. Ze 3 testovanych Casti
mozku byla nalezena signifikantné zménéna genova exprese jen ve striatu.
V prefrontalnim kortexu vSak byl nalezen jeden z genu na hranici signifikance. Statisticka
vyznamnost byla vypocitana pro kazdy ztestovanych gend a vztazena ku obéma
endogennim kontrolam (tab. 11). Po statistickém vyhodnoceni real-time PCR byla
signifikantn& zménéna exprese nalezena u 2 genu vztazenym ku 1 z pouzivanych
endogennich kontrol. Signifikantné zvySena genova exprese u genu DRD3 a TACR3
byla nalezena ve striatu. U genu FOXP2 byly hamérfeny hrani¢ni hodnoty pro snizenou
genovou expresi v prefrontalnim kortexu. Da se predpokladat, Ze to zapficinil pfilis maly
vzorek testovanych subjektl. VSechny testované geny byly pipetovany na 96 jamkovou
desti€ku v tripletech, endogenni kontroly v dupletech. Pro ucely této diplomové prace
jsou uvedeny vysledky ze statistického vyhodnoceni real-time PCR pro geny DRD3,
TACR3 a FOXP2.

Tab. 11:Tabulka p hodnot pro 3 testované geny vztazené ke 2 endogennim kontrolam
ve 3 ¢astech mozku. Zelené zvyraznény statisticky signifikantnizmény. * - p < 0,05;
*-p<001; **-p<0,001

= . FOXP2 ku DRD3 ku TACR3 ku
Cast mozku/gen
B2m RPS6 B2Mm RPS6 B2M RPS6
Striatum 0,5054 0,4418 * 10,0148 0,879 ** 10,0023 0,9497
Prefrontalni kortex| 0,3282 * 10,0281 0,8785 0,879 0,3823 0,9591
Hipokampus 0,6454 0,7984 0,7209 X 0,8785 0,1304

55



6.1 Vysledkytestovanigenu DRD3

Bylo testovano 8 dospélych potkanli prenatalné vystavenych metamfetaminu
ku 8 dospélym potkanim prenatalné vystavenym fyziologickému roztoku. Z kazdého
potkana byly odebrany 3 ¢asti mozku a v nich byla testovana zména genoveé exprese

pro gen DRD3 vztazena k endogenni kontrole B2M (graf 2) a RPS6 (graf 3).

Zmeénéna genova exprese ve smysluzvySeni exprese genu DRD3 byla nalezena

ve striatu v porovnani s

Vysledky pro endogenni kontrolu RPS6 nebyly statisticky vyznamné (tab. 14 a 15).

Tab. 12: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku B2M;

endogenni  kontrolou B2M (tab.

Striatum. KS — potkani kontrolni, striatum.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku B2M
1KS 0,000196
2 KS 0,000074
3 KS 0,000334
4 KS 0,000553
5KS 0,002220
6 KS 0,002570
7 KS 0,001840
8 KS 0,004268

Tab. 13: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku B2M;

Striatum. MS — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, striatum.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku B2M
1MS 0,006939
2 MS 0,004401
3 MS 0,003594
4 MS 0,007115
5 MS 0,005152
6 MS 0,002026
7 MS 0,002459
8 MS 0,002084
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Tab. 14: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku RPS6;

Striatum. MS — potkani kontrolni, striatum.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku RPS6
1KS 0,000903
2 KS 0,000425
3KS 0,001889
4 KS 0,003983
5KS 0,005417
6 KS 0,014486
7KS 0,007640
8 KS 0,019822

Tab. 15: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku RPS6;

Striatum. MS — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, striatum.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku RPS6
1 MS 0,018695
2 MS 0,015680
3 MS 0,005839
4 MS 0,009215
5MS 0,016948
6 MS 0,009709
7 MS 0,005294
8 MS 0,004240
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V prefrontalnim kortexu (tab. 16, 17 a 18, 19) a v hipokampu (tab. 20 a 21) nebyla
nalezena zadna statisticky vyznamna zménaexprese. V hipokampu navic doslo k chybé
béhem real-time PCR pfi srovnani genu DRD3 s endogenni kontrolou RPS6
a data nebylo mozno vyhodnotit. Danou metodu nebylo mozno opakovat z davodu
malého mnozstvi testovaného vzorku.

Tab. 16: Tabulka vysledkl relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku B2M;

Prefrontalni kortex. KP — potkani kontrolni, prefrontalni kortex

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku B2M
1 KP 0,0008962
2 KP 0,0004363
3 KP 0,0005110
4 KP 0,0002429
5 KP 0,0002784
6 KP 0,0002995
7 KP 0,0014170
8 KP 0,0006515

Tab. 17: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku B2M;

Prefrontalni kortex. MP — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, prefrontalni kortex.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku B2M
1 MP 0,000128
2 MP 0,000432
3 MP 0,000359
4 MP 0,000380
5 MP 0,001450
6 MP 0,000326
7 MP 0,000727
8 MP 0,003725
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Tab. 18: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku RPS6;

Prefrontalni kortex. KP — potkani kontrolni, prefrontalni kortex.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku RPS6
1 KP 0,002013
2 KP 0,001203
3 KP 0,000674
4 KP 0,001657
5 KP 0,000696
6 KP 0,001075
7 KP 0,000486
8 KP 0,001304

Tab. 19: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku RPS6;

Prefrontalni kortex. MP — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, prefrontalni kortex.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku RPS6
1 MP 0,000384
2 MP 0,001253
3 MP 0,000492
4 MP 0,000605
5 MP 0,002152
6 MP 0,000668
7 MP 0,001335
8 MP 0,008293

Tab. 20: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku B2M;
Hipokampus. KH — potkani kontrolni, hipokampus.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku B2M
1KH 0,000261
2 KH 0,005094
3 KH 0,001546
4 KH 0,000034
5 KH 0,000818
6 KH 0,000429
7 KH 0,000578
8 KH 0,001876
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Tab. 21: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen DRD3 ku B2M;

Hipokampus. MH — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, hipokampus.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA DRD3 ku B2M
1 MH 0,000646
2 MH 0,003855
3 MH 0,000654
4 MH 0,000068
5 MH 0,000257
6 MH 0,000539
7 MH 0,000447
8 MH 0,001055

60



Vztah relativni exprese mRNA DRD3 ku B2IM
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Graf 2: Srovnani relativni exprese mRNA genu DRD3 ku B2M ve vSech 3 cdastech mozku.
Pref. kortex — prefrontalni kortex; K — potkani kontrolni; M — potkani prenatélné vystaveni

metamfetaminu.
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Graf 3: Srovnani relativni exprese mRNA genu DRD3 ku RPS6 ve 2 ¢astech mozku.
Pref. kortex — prefrontalni kortex; K — potkani kontrolni; M — potkani prenatalné vystaveni
metamfetaminu.
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6.2 Vysledkytestovanigenu TACR3

Bylo testovano 8 dospélych potkan( prenatalné vystavenych metamfetaminu
ku 8 dospélym potkanim prenatalné vystavenym fyziologickému roztoku. Z kazdého
potkana byly odebrany 3 €asti mozku a v nich byla testovana zména genoveé exprese
pro gen TACR3 vztazena k endogenni kontrole B2M (graf 4) a RPS6 (graf 5).

Zménéna genova exprese ve smyslu zvySeni exprese genu TACRS3
byla nalezena ve striatu v porovnani s endogenni kontrolou B2M (tab. 22 a 23). Vlysledky
pro endogenni kontrolu RPS6 nebyly statisticky vyznamné (tab. 24 a 25). Béhem
pfipravy real-time PCR doslo k chybé, kterou pro male mnozstvivzorku jiz nebylo mozné
napravit. Proto hodnoty z real-time PCR ze striata pro kontrolni potkany
€. 6 a 8 ku obéma endogennim kontrolam a pro potkana &. 6 prenatané vystaveného

metamfetaminu ku endogenni kontrole B2M nemame k dispozici.

Tab. 22: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku B2M;

Striatum. KS — potkani kontrolni, striatum.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA TACR3 ku B2M

1KS 0,000199
2 KS 0,000899
3KS 0,001983
4 KS 0,000463
5KS 0,001483
6 KS

7KS 0,002549
8 KS
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Tab. 23: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku B2M;

Striatum. MS — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, striatum.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA TACR3 ku B2M

1 MS 0,002140
2 MS 0,003171
3 MS 0,008618
4 MS 0,012855
5 MS 0,009024
6 MS

7 MS 0,009774
8 MS 0,007400

Tab. 24: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku RPS6;

Striatum. KS — potkani kontrolni, striatum.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA TACR3 ku RPS6

1KS 0,021725
2 KS 0,013112
3 KS 0,008266
4 KS 0,020767
5KS 0,006352
6 KS

7 KS 0,0430004
8 KS

Tab. 25: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku RPS6;

Striatum. MS — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, striatum.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA TACR3 ku RPS6
1MS 0,007314
2 MS 0,011033
3 MS 0,015117
4 MS 0,020386
5 MS 0,032148
6 MS 0,029976
7MS 0,012245
8 MS 0,008410
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V prefrontalnim kortexu (tab. 26, 27 a 28, 29) a v hipokampu (tab. 30, 31 a 32,

33) nebyla nalezena zadna statisticky vyznamna zména exprese.

Tab. 26: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku B2M;

Prefrontalni kortex. KP — potkani kontrolni, prefrontalni kortex.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA TACR3 ku B2M
1 KP 0,026902
2 KP 0,021153
3 KP 0,013624
4 KP 0,007722
5 KP 0,017640
6 KP 0,018864
7 KP 0,011187
8 KP 0,049032

Tab. 27: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku B2M;

Prefrontalni kortex. MP — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, prefrontalni kortex.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA TACR3 ku B2M
1 MP 0,010299
2 MP 0,017285
3 MP 0,030100
4 MP 0,036795
5 MP 0,027524
6 MP 0,022839
7 MP 0,032275
8 MP 0,014776

Tab. 28: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku RPS6;

Prefrontalni kortex. MP — potkani kontrolni, prefrontalni kortex.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA TACR3 ku RPS6
1 KP 0,042029
2 KP 0,048426
3 KP 0,019163
4 KP 0,007722
5 KP 0,039465
6 KP 0,054867
7 KP 0,031460
8 KP 0,049032
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Tab. 29:Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku RPS6;

Prefrontalni kortex. MP — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, prefrontalni kortex.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA TACR3 ku RPS6
1 MP 0,031661
2 MP 0,046072
3 MP 0,037380
4 MP 0,047693
5 MP 0,040817
6 MP 0,047384
7 MP 0,046922
8 MP 0,032525

Tab. 30: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku B2M;
Hipokampus. KH — potkani kontrolni, hipokampus.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA TACR3 ku B2M
1 KH 0,004843
2 KH 0,006323
3 KH 0,021862
4 KH 0,016587
5 KH 0,014084
6 KH 0,015066
7 KH 0,140301
8 KH 0,034034

Tab. 31: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku B2M;

Hipokampus. MH — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, hipokampus.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA TACR3 ku B2M
1 MH 0,007103
2 MH 0,004453
3 MH 0,026240
4 MH 0,037691
5 MH 0,008053
6 MH 0,009180
7 MH 0,019049
8 MH 0,023105
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Tab. 32: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku RPS6;
Hipokampus. KH — potkani kontrolni, hipokampus.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA TACR3 ku RPS6
1 KH 0,017389
2 KH 0,014707
3 KH 0,045290
4 KH 0,016587
5 KH 0,031545
6 KH 0,036406
7 KH 0,034165
8 KH 0,034034

Tab. 33: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen TACR3 ku RPS6;

Hipokampus. MH — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu, hipokampus.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA TACR3 ku RPS6
1 MH 0,035489
2 MH 0,005821
3 MH 0,038831
4 MH 0,089357
5 MH 0,348527
6 MH 0,027633
7 MH 0,043267
8 MH 0,053980
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Vztah relativni exprese mRNA TACR3 ku B2M
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Graf 4: Srovnani relativni exprese mRNA genu TACR3 ku B2M ve vSech 3 ¢astech mozku.

Pref. kortex — prefrontalni kortex; K — potkani kontrolni; M — potkani prenatélné vystaveni

metamfetaminu.
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Graf 5: Srovnani relativni exprese mRNA genu TACR3 ku RPS6 ve vsech 3 castech
mozku. Pref. kortex — prefrontalni kortex; K — potkani kontrolni; M — potkani prenatalné

vystaveni metamfetaminu.
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6.3 Vysledkytestovanigenu FOXP2

Bylo testovano 8 dospélych potkan( prenatalné vystavenych metamfetaminu
ku 8 dospélym potkanim prenatalné vystavenym fyziologickému roztoku. Z kazdého
potkana byly odebrany tfi ¢asti mozku a v nich byla testovana zména genové exprese
pro gen FOXP2 vztazena k endogenni kontrole B2M (graf 6) nebo RPS6 (graf 7).

Hrani¢ni zménéna genova exprese ve smyslu sniZzeni exprese genu FOXP2
byla nalezena v prefrontdlnim kortexu v porovnani s endogenni kontrolou RPS6
(tab. 36 a 37). Vysledky pro endogenni kontrolu B2M nebyly statisticky vyznamné (tab.

34 a 35).

Tab. 34: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku B2M;

Prefrontalni kortex. KP — kontrolni potkani, prefrontalni kortex.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA FOXP2 ku B2M
1 KP 0,014874
2 KP 0,028174
3 KP 0,028646
4 KP 0,028255
5 KP 0,024070
6 KP 0,043772
7 KP 0,028875
8 KP 0,031779

Tab. 35: Tabulka vysledkt relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku B2M;

Prefrontalni kortex. MP — potkani prenatélné vystaveni metamfetaminu; prefrontélni kortex.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA FOXP2 ku B2M
1 MP 0,032085
2 MP 0,013092
3 MP 0,031334
4 MP 0,014340
5 MP 0,019741
6 MP 0,029270
7 MP 0,013034
8 MP 0,027780
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Tab. 36: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku RPS6;

Prefrontalni kortex. KP — potkani kontrolni; prefrontalni kortex.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA FOXP2 ku RPS6
1 KP 0,030212
2 KP 0,087309
3 KP 0,066024
4 KP 0,159017
5 KP 0,068256
6 KP 0,103481
7 KP 0,086637
8 KP 0,053837

Tab. 37: Tabulka vysledkt relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku RPS6;
Prefrontalni kortex. MP — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu; prefrontalni kortex.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA FOXP2 ku RPS6
1 MP 0,077812
2 MP 0,045157
3 MP 0,038487
4 MP 0,017076
5 MP 0,028261
6 MP 0,066585
7 MP 0,018623
8 MP 0,054044
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Ve striatu (tab. 38, 39 a 40, 41) a v hipokampu (tab. 42, 43 a 44, 45) nebyla

nalezena zadna statisticky vyznamna zména exprese.

Tab. 38: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku B2M;

Striatum. KS — potkani kontrolni; striatum.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA FOXP2 ku B2M
1KS 0,052034
2 KS 0,001660
3 KS 0,013378
4 KS 0,021918
5KS 0,033075
6 KS 0,067477
7 KS 0,030599
8 KS 0,119453

Tab. 39: Tabulka vysledkl relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku B2M;

Striatum. MS — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu; striatum.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA FOXP2 ku B2M
1 MS 0,052341
2 MS 0,025278
3 MS 0,012275
4 MS 0,020928
5 MS 0,022113
6 MS 0,037304
7MS 0,025760
8 MS 0,014135

Tab. 40: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku RPS6;

Striatum. KS — potkani kontrolni; striatum; Odlehla hodnota

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA FOXP2 ku RPS6
1KS 12,160380
2 KS 0,010687
3 KS 0,014154
4 KS 0,116967
5KS 0,058878
6 KS 0,937371
7 KS 0,095301
8 KS 2,402490
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Tab. 41: Tabulka vysledkt relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku RPS6;

Striatum. MS — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu; striatum.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA FOXP2 ku RPS6
1 MS 0,163889
2 MS 0,093730
3 MS 0,027377
4 MS 0,031317
5 MS 0,091964
6 MS 0,115068
7 MS 0,067897
8 MS 0,042585

Tab. 42: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku B2M;
Hipokampus. KH — potkani kontrolni; hipokampus.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA FOXP2 ku B2M
1 KH 0,012178
2 KH 0,072410
3 KH 0,006157
4 KH 0,004741
5 KH 0,006614
6 KH 0,007287
7 KH 0,006570
8 KH 0,009959

Tab. 43: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku B2M;

Hipokampus. MH — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu; hipokampus.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA FOXP2 ku B2M
1 MH 0,010678
2 MH 0,002277
3 MH 0,002169
4 MH 0,004919
5 MH 0,012074
6 MH 0,013878
7 MH 0,005932
8 MH 0,010969
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Tab. 44: Tabulka vysledki relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku RPS6;
Hipokampus. KH — potkani kontrolni; hipokampus.

Testovany potkan Relativni exprese mRNA FOXP2 ku RPS6
1 KH 0,065081
2 KH 0,158814
3 KH 0,015178
4 KH 0,011403
5 KH 0,021837
6 KH 0,029386
7 KH 0,013450
8 KH 0,028895

Tab. 45: Tabulka vysledku relativni exprese mRNA pro testovany gen FOXP2 ku RPS6;

Hipokampus. MH — potkani prenatalné vystaveni metamfetaminu; hipokampus.

Testovany potkan | Relativni exprese mRNA FOXP2 ku RPS6
1 MH 0,052462
2 MH 0,001648
3 MH 0,001710
4 MH 0,017065
5 MH 0,063938
6 MH 0,070163
7 MH 0,018256
8 MH 0,026506
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Vztah relativni exprese mRNA FOXP2 ku B2M
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Graf 6: Srovnani relativni exprese mRNA genu FOXP2 ku B2M ve vSech 3 ¢astech mozku.
Pref. kortex — prefrontalni kortex; K — potkani kontrolni; M — potkani prenatélné vystaveni

metamfetaminu.
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Graf 7: Srovnani relativni exprese mRNA genu FOXP2 ku RPS6 ve vSech 3 castech
mozku. Pref. kortex — prefrontalni kortex; K — potkani kontrolni; M — potkani prenatalné

vystaveni metamfetaminu.
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7 Diskuse

V sou€asnédobé je studovan vyznam prenatalniho ovlivnéni MA. Vysledky studii
by nam dopomohly k objasnéni patogeneze Ci se staly spolehlivymi ukazately celkové
aktivity MA  vorganizmu prenatdlné ovlivnéného ditéte. Cilem  projektu
GA CR: 14-03708S bylo zanalyzovat vybrané geny. Pro ugely této diplomové prace
by vybrany geny DRD3, TACR3 a FOXP2, a pokusit se potvrdit hypotézu, Ze je jejich
exprese zménéna v mozku u déti zavislych matek. Pokusila jsem se zhodnotit jejich
mozné asociace s psychomotorickym vyvojem a pfipadnym organovym postizenim
téchto déti. V této praci, na kterou bude plynule navazovat dalSi vyzkum nas$i laboratofe,
jsme se zaméfili na hodnoceni hladin exprese genl ve vztahu k endogenni kontrole
ve vybranych ¢astech mozku, ve striatu, hipokampu a prefrontalnim kortexu. Tyto geny
byly testovany u dospélych potkan(i prenatalné vystavenych MA a u kontrolni skupiny
a vysledky mezi sebou srovnany.

Na$ vyzkum vychazel z tvrzeni predchozich studii, Ze dopaminové receptory D2,
Ds a D4 jsou silné provazany s u€inky MA, kdy hraji hlavni roli ve vyvoji zavislosti
a vrozvoji psychotickych poruch vyvolanych konzumaci MA (Volkow et al., 2004,
Drago et al., 1998). Studie déti mladSiho Skolniho véku prenatalné vystavenych MA
ukazuji na problémy se socialnim za¢lenénim, vychazenim s okolim (Billing et al., 1994),
jejich psychycky stav je asociovan s depresemi, uzkostnymi stavy a emocionalni
nestabilitou (LaGasse et al., 2012; Barkus et al., 2010), u téchto déti se Casto rozviji
poruchy chovani spojené s agresivitou (Eze et al., 2015; Blair et al., 2001).
Predpokladame, ze zasadni roli hraje pravé prenatalni ovlivnéni dopaminovych
receptord a zmeéna jejich exprese v mozku. V ramci naSeho vyzkumu jsme prokazali
statisticky signifikantni zvySeni genové exprese ve striatu u genu DRD3 vuci endogenni
kontrole B2M.

Je prokazano, Ze po prenatalnim vystaveni MA se rodi mensi déti s nizsi porodni
hmotnosti (Smith et al., 2006). Po 3 roce Zivota jsou stale menS$i, nez jejich vrstevnici
(Zabaneh et al., 2012). Pfedpoklada se, ze zhorSeny rlst v novorozeneckém obdobi
muze u téchto déti vést ke zhorSeni jejich zdravotniho stavu v dospélosti (Smith et al.,
2016). Gen TACS3 kdduje neurokinin B a gen TACR3 kdduje jeho receptor, jsou vysoce
exprimovany v hypothalamickych jadrech. ZvySena hladina neurokininu B byla nalezena
u téhotenstvi s preeklampsii a intrauterini ristovou retardaci (IUGR). Zaroven v téchto

rizikovych téhotenstvi korelovala zvySena hladina neurokininu B se zvySenou hladinou
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metabolitu oxidu dusnatého, coz mize byt kompenzacni mechanismus pro zlepSeni
pratoku krve do uteroplacentarni jednotky (D'anna et al., 2004). Placentarni
metabolismus uzivani MA silné ovliviiuje. V déloze vyvolava morfologické poSkozeni
placenty (Plotka et al., 2014), ¢asto dochazi ke snizeni prutoku krve a tim i kysliku
(Vaviikova et al., 2001a). Proto prfedpokladame, ze nami namérena zvySena exprese
genu TACRS3 souvisi s biologickou odpovédi plodu na IUGR zplUsobenou matefskym
uzivanim MA.

Gen kodujici spravny vyvoj feCi a jazyka, FOXP2, v naSich testech vysel
s hrani¢né snizenou expresi v prefrontalnim kortexu va¢i endogenni kontrole RPS6.
Osoby s tzv. apraxii fe€i maji Casto naruSeny gen FOXP2, pfipadné porusené centrum
pfijmu ve striatu, kde se planuji a koordinuji pohyby rtd, Ust a jazyka. Kromé problému
s vytvafenim feci se objevuji také potize s porozuménim feci, problémy se &tenim,
psanim, pravopisem a gramatikou. Studie déti prenatalné vystavenych MA dokladaiji vliv
na strukturu mozku. Prenatalni expozice drogou vede ke zmenSeni objemu striata
(putamen, globulus pallidus, nucleus caudatus) a hipokampu (Chang et al., 2004).
Ty to déti nemaji nijak snizené IQ a neprojevuji se u nich jazykové problémy
(Smith et al., 2008), ale jsou slabSi v kognitivnich testech (Billing et al., 1994).
Predpokladame, Ze déti prenatalné vystavené MA maji snizenou expresii genu FOXP2.

Kvuli malému vzorku testovanych subjektl vSak nebylo mozné tento trend prokazat.

Nalezena zménéna exprese jen u 2 genu ze 13 testovanych se da pfisuzovat
relativné nizkym davkam MA podavanym bfezim samicim potkana. Kromé pfimého
usinku drogy na dité je proto nutné vzit v potaz i uginky nepfimé. Zeny zavislé na MA
jsou z 85 % pfipadl nezaméstnané (Vaviikova et al., 2001b), prenatalni a postnatalni
péce o dité neni dostateCnda, Zeny se mu dostateCné nevénuji a ¢asto chybi potfebné
zazemi. PFimé pusobeni drogy jen proto jen tézko rozliSitelné od vnéjSich negativnich
vlivd. VSechny tyto aspekty maji negativni dopad na vyvoj ditéte (Bélackova et al., 2012;
Vaviikova et al., 2001a; Matéjovska et al., 2014; Slamberova, 20014; Slamberova et al.,
2006; Kinsley et al., 1994). Zaroven predpokladame, Ze MA silné nasobi ucinky stresu.
Bfezi samice potkana vSak byly chovany v podminkach s dostatkem vody a krmeni,
s pravidelnym dennim rytmem a nebyly pod Zzadnym stresem. Je proto dllezité na dané

problematice dale pracovat a objasnit roli MA ve spojitosti se stresem a uCenim.
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8 Zaveér

Ve své diplomové praci jsem se snazila objasnit nasledky uzivani MA v prabéhu
téhotenstvi. Popsat jeho ucinky na vyvijejici se CNS plodu a jeho mozny dlouhodoby
dopad na dité.

Ve své praci jsem uvedla vysledky 3 testovanych gent metodou real-time PCR.
Jejich exprese byla srovnana s 2 endogennimi kontrolami. Z prezentovanych vysledkd
vyplyva, zZe uzivani MA v prubéhu téhotenstvi je spojeno s dlouhodobymi ucinky na
potomstvo. Bylo zjisténo, Ze prenatalni u€inek MA dlouhodobé ovliviuje genovou
expresi. V ramci statistického vyhodnoceni microarray hybridizace nevySla zménéna
exprese u zadného z testovanych genu signifikantné. Byly naméfeny pouze hraniCni
hodnoty pro 13 gend, které byly dale testovany metodou real-time PCR. Po statistickém
vyhodnoceni real-time PCR byla signifikantné zmeénéna exprese nalezena u 2 gent
vztazenych ku jedné ze dvou endogennich kontrol. Signifikantné zvySena genova
exprese u genu DRD3a TACR3 byla nalezena ve striatu. U genu FOXP2 byly naméreny
hrani¢ni hodnoty pro snizenou genovou expresi v prefrontalnim kortexu. Usuzujeme,
Ze prenatélni expozice drogou bez stresové zatéZze potomka nevede k vyznamym
zmeénam genove exprese ve specifickych oblastech mozku dospélého potomstva.
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