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Abstrakt
Cil: Cilem diserta¢ni prace bylo zjistit, které z neuro-ontogenetickych stadii

vyvoje laboratorniho potkana ma pro expozici metamfetaminu (MA) zasadnéjsi
vliv na jeho chovani v dospélosti a ur€it tak kritickou vyvojovou periodu
pro uCinky této drogy. V experimentalni ¢asti studie byl testovan vliv prenatalni
a neonatélni expozice MA na chovani, sociélni interakce, kognitivni funkce
a aktivni vyhledavani drog v dospélosti.

Metodika: Dosp¢lé samice laboratorniho potkana byly vystaveny béhem rizného
stadia gestace a laktace plisobeni MA (5 mg/ml/kg) nebo fyziologického roztoku
(S) (1 mg/kg). Testované latky byly aplikovany subkutdnné béhem prvni poloviny
gestace (ED 1-11), druhé poloviny gestace (ED 12-22), nebo béhem ¢asné laktace
(PD 1-11). Uginek prenatilni expozice MA se na mladata pienasel
transplacentarné; ucinek expozice béhem Casné laktace se na mlad’ata prenasel
prostiednictvim matefského mléka. Na to, abychom mohli porovnat miru pienosu
ucinku nepiimé expozice MA prostiednictvim matetského mléka, zvolili jsme si
dal$i skupinu mlad’at, kterym jsme béhem stejné aplika¢ni periody (PD 1-11)
aplikovali testované latky pfimo subkutanné. Timto zpiisobem jsme ziskali 8
skupin exponovanych mlad’at: ED 1-11 MA, S; ED 12-22 MA, S; PD 1-11
nepiimo MA, S; PD 1-11 pifimo MA, S. Tato mlad’ata byla testovana v dospélosti
(PD 60-90) pomoci behavioralnich testti na aktivni vyhledavani drog (CPP), na
vzajemné chovani dvou jedincii (SIT), na chovani jedince v neznamém prostiedi
(Laboras test) a na uceni a pamét’ v dospélosti (MWM). Na vyvolani drogové
zavislosti v testu CPP jsme dospélym zvifatim béhem faze podminovani podavali
MA v davce 5 mg/ml/kg. Protoze naSe predeslé studie odhalily zvySenou citlivost
potomkti na akutni aplikaci MA po prenatdlni expozici té samé drogy, poloviné
zvitat v dospélosti jsme pied/béhem testu SIT, Laboras a MWM aplikovali akutni
davku MA (1 mg/ml/kg). Kontrolni skupiné zvifat jsme aplikovali S (1 mg/kg).
U samic jsme sledovali fazi estralniho cyklu.

Vysledky: Vysledky studie ukazaly, Ze prenatalni a neonatdlni expozice MA
neovlivnily vznik drogové zavislosti v dospélosti, ale vedly k deficitim
v socidlnim chovéani, v motorické aktivité a v kognitivnich schopnostech zvifat

v dospélosti. Akutni aplikace MA (5 mg/ml/kg) vtestu CPP vedla u zvifat

Vil



k vytvoteni drogové zavislosti. Akutni aplikace MA (1 mg/ml/kg) vedla u zvitat
k redukci socialniho chovéani a ke zvySeni motorické aktivity. V testu MWM
vedla akutni aplikace MA ke sniZeni schopnosti zapamatovat si polohu skrytého
ostrivku u zvifat exponovanych béhem ED 12-22. Samice byly aktivné;si v testu
SIT a Laboras testu, navic citlivost na akutni drogu b&hem proestru/estru
mezipohlavni rozdily jesté zdiiraznila. Samice také dosahovaly horSich vysledki
V testu ueni a paméti. Piima expozice MA subkutanné béhem PD 1-11 vedla
k vyraznéj$im deficitim v chovani zvifat nez nepfima expozice prostiednictvim
matetského mléka.

Zavér: Na zaklad¢ vSech naSich zjisténi jsme dospéli k zavéru, ze Kritickou
vyvojovou periodou pro ucinky MA na chovéni zvifat v dosp€losti je druha
polovina prenatalniho vyvoje a ¢asné postnatalni obdobi u laboratorniho potkana,

coz odpovida pfiblizn€ druhému a tfetimu trimestru prenatalniho vyvoje u lidi.
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Abstract
Aim: The aim of the Ph.D. thesis was to find out which of the neuro-ontogenetic

stages of laboratory rat is more significant for the methamphetamine (MA)
exposure on the behavior in adulthood and to determine a critical developmental
period for the effects of this drug. In the experimental part of the study was to test
the influence of prenatal and neonatal MA exposure on behavior, social
interaction, cognition and drug-seeking behavior in adulthood.

Methods: Adult female rats were exposed to MA (5 mg/ml/kg) or saline (S)
(1 mg/kg) during different stages of gestation and lactation. The tested substances
were administered subcutaneously during the first half of gestation (ED 1-11), the
second half of gestation (ED 12-22) or during early lactation (PD 1-11). The
effect of prenatal MA exposure was transmitted to pups via placental barrier; the
effect of MA exposure during early lactation was transmitted via the breast milk.
In order to compare the rate of drug transmission by indirect MA exposure via the
breast milk, we chose another group of offspring that we administered the tested
substances directly subcutaneously during the same application period (PD 1-11).
In this way we obtained 8 groups of exposed pups: ED 1-11 MA, S; ED 12-22
MA, S; PD 1-11 indirectly MA, S; PD 1-11 directly MA, S. These pups were
tested in adulthood (PD 60-90) using behavioral tests for drug-seeking behavior
(CPP), for social behavior (SIT), for behavior in unknown environment (Laboras
test) and for learning and memory (MWM). To induce drug dependence in the
CPP test, we exposed adult animals during the conditioning phase to MA in dose
5 mg/ml/kg. Our previous studies have shown increased susceptibility of offspring
to acute MA after prenatal exposure to this drug, we applied acute dose of MA
(1 mg/ml/kg) to half of animals in adulthood before/during the SIT, the Laboras
and the MWM tests. The control group of animals was administered S (1 mg/kg).
In adult female rats, phases of the estrous cycle were recognized and compared.
Results: The results of the study showed that prenatal and neonatal MA exposure
did not affect drug addiction in adulthood, but induced deficits in social behavior,
motor activity, and cognitive function of adult animals. Acute administration of
MA (5 mg/ml/kg) in the CPP test created drug addiction in animals. Acute

administration of MA (1 mg/ml/kg) decreased social behavior and increased



motor activity. In the MWM test, acute MA administration reduced the ability to
remember the position of a hidden platform in animals exposed during ED 12-22.
Adult female rats were more active in the SIT and in the Laboras test and
achieved worse results in the learning and memory test. Females were more
sensitive to acute MA during the proestrus/estrus. Direct exposure to MA
subcutaneously during PD 1-11 led to more significant deficiencies in behavior
than indirect exposure via the breast milk.

Conclusion: Based on our findings, we have concluded that the critical
developmental periods for the effects of MA on behavior of animals in adulthood
is the second half of prenatal development and early postnatal period in the
laboratory rat, which corresponds approximately to the second and third trimesters

of prenatal development in humans.
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1 KRITICKE VYVOJOVE PERIODY
A ONTOGENEZE NERVOVEHO SYSTEMU

1.1 TEORIE KRITICKYCH VYVOJOVYCH PERIOD

Pojem kriticka vyvojovad perioda“ se vyskytuje v experimentalni
psychologii uZ od roku 1921 a piedstavuje docasné preruseni vyvojového procesu
v nékterych stadiich embryogeneze, které mohou vést k vaznym disledkim
(Stockard 1920-1921). Autor prvotni teorie dale vyslovil nazor, Ze vyznam
rychlosti vyvoje neni omezen na embryogenezi, ale tykd se i postnatalni
ontogeneze (Kiecek 1973; Stockard 1920-1921). Na jeho hypotézu pozdéji
navdzal Scott (1962), podle kterého postnatadlni wvyvoj a rast zavisi
na organizujicich procesich, které se daji ovlivnit, jen pokud probihaji, tj.
v pribéhu kritickych vyvojovych period. Grobstein (1970) vyjadifuje kritické
vyvojové periody jako existence etap, Vjejichz prubéhu je vyvojovy proces
ur¢itym zplsobem citlivy vuci faktorim prostiedi.

Ve druhé poloving 20. stoleti se ve svych studiich ontogenetické fyziologie
pokusil také Kiecek (1973) hledat kritéria pro posouzeni, zda ur¢ité vékové
obdobi muze piedstavovat kritickou vyvojovou periodu a zda lze v danem
vékovém useku vngj§im zasahem navodit vyvojové zmény trvalého charakteru
(Ktecek 1962; Kiecek 1967; Kiecek 1971). Dle jeho teorie se tyto zmény nemusi
objevit bezprosttedn¢ po zdsahu, ale mezi uplatnénim podnétu a vznikem
pozorovatelné zmény miize uplynout urcity cas. Kritické periody mohou trvat
uréitou dobu a nenastavaji pro vSechny funkce soucasn€. Pro vznik nékterych
funkci jich mtze byt i nékolik.

Kritické vyvojové periody charakterizuji promény trojiho typu: a) zvySeni
citlivosti vici vnéj$Sim podnétlim, b) transformaci funkénich soustav a ¢) zmény
vztahil jedince k jeho prostiedi (KieCek 1973). Na zéklad¢€ téchto kritérii se daji
vymezit tfi hlavni postnatalni vyvojova obdobi: infantilni/kojenecké (od narozeni
do odstavu, u potkanti do staii 20-25 dni), juvenilni (od odstavu do pohlavniho
dozréani) a obdobi dospélosti (po pohlavnim dozrani) (King 1958; Kiecek 1973).

Mezi témito stabilnimi stadii jsou dle Kiecka (1973) zietelné prechodné etapy,



které nazyva kritické obdobi porodu, kritické obdobi odstavu a kritické obdobi
pohlavniho dozravani. O neonatalnim obdobi a obdobi odstavu je znamo, Ze jsou
kriticka pro transformaci nckolika funkci. Obdobi pohlavniho dozravéani je
charakterizovano projevenim pozdnich nasledka po zasazich provedenych v mladi
(Ktecek 1973). Toto deleni podporuji fyziologické korelaty. Béhem porodu
a tésn¢ po ném nastavaji anatomické i funkéni zmény napft. na obéhové, dychaci,
travici soustaveé. Pohlavni dozréani je také provazeno zménami ¢innosti hypotfyzy
a celé endokrinni soustavy. Kiecek (1967) podlozil dané tvrzeni vysledky své
prace, kde ukazal, Ze i odstav jako kritické obdobi vyvoje je spojeno
s kvalitativnimi zménami traveni, ¢innosti ledvin a endokrinnich funkei.

Formovani teorii kritickych vyvojovych period probihd az do dnesSnich
dob. Vyrazem ,kritickda vyvojova perioda“ oznacuji autofi odlisSné jevy
Vv zéavislosti na konkrétnim pfedmétu vyzkumu kazdého autora.

Z dosavadnich experimentdlnich studii na zvifatech sledujicich vliv
psychostimulancii na vyvoj potomki exponovanych matek je ziejmé, ze duleZitou
roli nehraje jenom uzivani drogy jako takové, ale 1 zplisob podani, davka a takeé
nacasovani aplikace béhem riznych stadii vyvoje plodu. Amfetaminy, mezi které
fadime i metamfetamin, ovliviiuji b&hem vyvoje centralni nervové soustavy
(CNS) zakonCeni neuronii a zasahuji do maturace struktur mozku, které se
postupné zacinaji vyvijet béhem druhé poloviny gestacniho obdobi potkanti az
do odstavu (Andersen 2003; Whitaker-Azmitia 1991; Zheng and Purves 1995).
Proto aplikace v ¢asnych stadiich gravidity nemusi ovlivnit vyvoj mozku plodu
a zpusobit tak funkéni zmény struktur, na rozdil od pozdé&jsich fazi prenatalniho ¢i
postnatalniho vyvoje, kdy je vyvijejici se a dozravajici neurotransmiterovy systém

vice senzitivni na ucinek drogy (Rice and Barone 2000a; Williams et al. 2003b).

1.2 ONTOGENEZE NERVOVEHO SYSTEMU

Synchronizace vyvoje funk¢nich soustav a jejich vzdjemné induktivni
ptusobeni je dilezitou soucasti vyvoje vysoce diferencovanych struktur tkani
a organu. Nervové bunky ziskavaji béhem ontogeneze svou identitu, vytvareji
uspofadana a presnd synaptickd spojeni, kterych morfologii a funkci ovliviiuji
nejen genetické faktory, ale i vnéj8i prostfedi. Ontogeneticky vyvoj nervového

systému muze byt ovlivnén témito faktory uz na bazi vzniku bun¢k, mohou byt



ovlivnény vzajemné trofické interakce mezi bunikami, ¢i mechanismy pro migraci
bunék, rist axond a myelinizace synaptickych spojeni (Nicholls et al. 2013).
V mnoha oblastech vyvijejictho se mozku prevladd pocatecni nadprodukce
neuronll (az 0 50 %) s naslednym obdobim tzv. bunééné smrti béhem porodu ¢i
prechodli od c¢asnych postnatilnich dni az do dospélosti. Tento proces ma
za nasledek rizné kritické (senzitivni) obdobi vyvoje mozku (Clancy et al. 2007;
Semple et al. 2013).

Vyvoj mozku se déli na dva procesy: rust a zrani. Rist mozku u lidi
probiha od druhého trimestru az po prvni dva roky zivota. Nejvétsi pocet
mozkovych bunék je vytvofeny pfed porodem. U potkani prvni polovina
gestatniho obdobi predstavuje obdobi embryondlniho ristu, kdezto béhem druhé
poloviny gravidity a Casného neonatalniho obdobi probiha organogeneze (Rice
and Barone 2000a; Williams et al. 2003b).

1.2.1 Paralely v neuro-ontogenezi ¢lovéka a laboratorniho potkana

Zaklad CNS tvoii neurdlni ploténka, ktera vznika z buné¢nych prekurzora
ektodermu v ¢asném obdobi embryogeneze [oblast gastruly, 2. tyden gestace
u lidi, embryonélni den (ED) 5-6 u potkanu]. Jeji lateralni okraje se na GD
(gestacni den) 18 u ¢loveéka zacnou zvedat v procesu zvaném neurulace a vytvari
neuralni valy. Neuralni valy se béhem dalSiho vyvoje dale zvedaji a pfiblizuji
Kk sobé ve stfedni Care, az se nakonec srostou a vytvofi neuralni trubici. Tento
proces probihd u lidi mezi ED 24-28 (3. tyden gestace), u potkani piiblizné
Vv polovin¢ gesta¢niho obdobi, ED 9-11 (Rice and Barone 2000b; Semple et al.
2013). Konce neuralni trubice zustavaji nékolik nasledujicich dni jesté oteviené
jako neuroporus anterior a posterior. V misté¢ uzavirani piedniho neuroporu
(u lidi ED 25, u potkana ED 10,5) vznikd pozd¢ji predni mozek. Uzavirani
zadniho neuroporu nastiva o dva dny pozd&ji (ED 27-28 u lidi, ED 11,5
u potkana).

Po wuzavieni neuralni trubice se zacinaji na jeji ventrikularni strané
shromazd’ovat neuroepitelové bunky (neuroblasty), z kterych mitotickym délenim
vznikaji neurony a gliové buiiky. Ty postupné migruji na povrch neuralni trubice
a vytvafeji Sedou hmotu miSni. Okrajova vrstva obsahuje nervova vlakna

vystupujici z neuroblastt plastové vrstvy. S postupnou myelinizaci v pozdéjsich



v s

stadiich vyvoje vznika bild hmota misni (Rice and Barone 2000b; Sadler 2011).
Diferenciace populaci neuroni v CNS je navozena signaly z okolnich struktur.
Ektodermalni buiiky pokryvajici nervovou trubici produkuji dorzalné orientované
signalni molekuly BMP4, které za pomoci dalSich signalnich molekul (BMP5,
BMP7, Aktivin, Dorsalin) a pomoci ventralné orientovanych signalnich molekul
SHH, produkujicich se v chorda dorsalis, aktivuji protismérné¢ orientované
kaskady ristovych faktort TGFB a SHH. Vlivem zvySené nebo sniZzené aktivity
TGFB nebo SHH dochazi k expresi genti pro rist a diferenciaci neuront
Vv pfednich rozich michy, k sensitivnim neuroniim ¢i motoneuront (napt. PAX 3
a 7, NKX 6.1, PAX 6). Bunétné prolifera¢ni procesy jsou mezi potkanem
a Clovékem strukturalné paralelni, ale v rozmezi odlisné ¢asové skaly. U potkant
probihaji tyto déje na ED 10,5-11, u lidi pfiblizné od 4. tydne gravidity (Tau and
Peterson 2010; Thompson et al. 2009).

V tomto Case se na hlavovém konci neurdlni trubice tvofi tfi rozSifeniny,
primarni mozkové vacky: prosencefalon, mesencefalon, rombencefalon (Sadler
2011). Ptiblizn¢ o dalsich 7-9 dni pozdéji u ¢lovéka (5. tyden gravidity) a ED 12
u potkana zac¢nou proliferacni buiiky expandovat do diencefala, mesencefala
a telencefala, kde se nadale déli a vytvafeji zaklad pro struktury v okoli
3. mozkové komory (Goulding et al. 1993). Hlavni skupinou genti regulujicich
diferenciaci neuront mozku jsou homeotické geny, tzv. Hox geny, exprimované
v chorda dorsalis, v prechordove ploténce a nakonec takeé v neuralni ploténce.
Tyto geny koduji transkripéni faktory pro dalsi diferenciaci genli a ristovych
faktor (napt. FGF8, SHH, BMP4, BMP7) pro neurony v pifednim, stfednim
a zadnim mozku. Pro spravny vyvoj rtiznych ¢éasti mozku tak hraje vyznamnou
roli schopnost odpovidat na konkrétni signalni molekulu v daném c¢ase. U potkant
probiha neurogeneze nejvice v kortikalni a subkortikéIni oblasti na ED 9,5
az PD 15, u lidi probiha kortikalni neurogeneze az do 2,5 roku Zivota (Semple et
al. 2013). Striatum (putamen, caudatus), nucleus accumbens, bazalni ganglia,
struktury dualezité pro motorickou aktivitu, se zacinaji formovat béhem ED 12-13
u potkana, 5. tyden gestace u cloveka. Neurogeneze hipokampu, amygdaly
a limbického systému, struktur dilezitych pro procesy uceni, paméti, emoci

a chovani, probihd u potkana od ED 14 (laria et al. 2003; Rice and Barone



2000b). Vétsina hipokampalnich pyramidalnich bunék je generovana u potkana
prenataln¢ (ED 14-17), asi 15 % granularnich bunék gyrus dentatus se tvoii az
postnatalné (Rice and Barone 2000b). Hipokampalni neurogeneze vrcholi u lidi
okolo ED 60 (8. gestacni tyden), pfi¢emZz az 80 % granuldrnich bunck gyrus
dentatus se tvoii tésné pred porodem (40. tyden gestace) (Clancy et al. 2007,
Rakic and Nowakowski 1981). Pribéh neuro-ontogeneze ¢lovéka a potkana je

zobrazen na obrazku 1.1.
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Obr. 1.1 Neuro-ontogeneze u ¢lovéka a potkana. ED — embryonalni den, PD — postnatalni den,
CNS - centralni nervovy systém (Andersen 2003; Workman et al. 2013).



Od tohoto obdobi se postupné zacinaji objevovat prvni neurotransmiterové
bunky (Rice and Barone 2000b; Thompson et al. 2009). Prehled zakladnich dé&ji
Vv rdmci neuro-ontogeneze neurotransmiterového systému u lidi a potkand je
zobrazen na obrazku 1.2. Studie Le Douarin (1981) poukazuje na fakt, Ze aktivace
exprese genu pro urCity neutransmiterovy systém je zavisld na tkanovém faktoru
dané oblasti mozku a Ze epigenetické faktory ovliviuji diferenciaci tohoto

systému béhem jeho vyvoje.
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Obr. 1.2 Vyvoj neurotransmiterového systému u ¢lovéka a potkana. ED — embryonalni den,
PD - postnatalni den, T — tyden, M — mésic, NA — noradrenalin, 5-HT — serotonin, DA — dopamin,
GABA - kyselina gama-aminomaselna, VTA - ventralni tegmentalni oblast, LC - locus
coeruleus, PZ — prolifera¢ni zéna, MZ — marginalni z6na, Aff — aferentni spoje, SP — ptechodné
projekce, CP — kortikalIni desti¢ka, CTX — mozkova kira. Upraveno dle Thompson et al. (2009).

Hlavni neurotransmiterové systémy spjaté s efektem psychostimula¢nich
drog jsou noradrenergni, dopaminergni a serotoninergni systém (Obr. 1.3).

Burniky noradrenergniho systému jsou koncentrovany v mozkovém kmeni,
zejména Vv locus coeruleus a retikularni formaci medully a pontu. Z této oblasti
vede 5 hlavnich drah, které inervuji cely mozek (Herlenius and Lagercrantz 2004).

Noradrenergni neurony se objevuji u potkanti na ED 12-14, u ¢lovéka 5. - 6. tyden



gestace a jsou nezbytné pro dalSi vyvoj mozku (Sundstrom et al. 1993). Reguluji
vyvoj prvni vrstvy mozkové kiiry (Cajal-Retzius bunky), ktera tvoii zaklad
pro naslednou neurogenezi a migraci bun¢k do dalSich vrstev kortexu (Herlenius
and Lagercrantz 2004).

Dopaminergni neurony sehravaji dualezitou roli v motorické aktivité
a v kognitivnich funkcich. Buriky jsou koncentrovany v substantia nigra, ventralni
tegmentalni oblasti, v bazalnich gangliich a hipokampalni formaci (Herlenius and
Lagercrantz 2004). Zvlasté prefrontalni kortex je bohaté zastoupen dopaminergni
neurony, kde zprostfedkovavd odpovéd’ v rozhodovéni, feSeni problémul
a koordinaci pohybu (Diamond 1996). Dopaminergni neurony se objevuji béhem
ED 10-15 u potkant (Olson and Seiger 1972) a 6. — 8. tyden gravidity u lidi
(Sundstrom et al. 1993), diive u samic/zen neZz u samct/muzi (Herlenius and
Lagercrantz 2004). Existuji dva hlavni typy dopaminergnich receptord, a to DI
a D2, a tfi vedlejsi typy, a to D3, D4 a DS. Stimulace D1 receptort zvySuje tvorbu
cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat) a fosforylaci DARPP-32, podili se na
vytvafeni pamétové stopy (Goldman-Rakic 1995). D2 receptory naopak
zprosttedkovavaji pokles cAMP.

Serotoninergni neurony jsou lokalizovany ve stfednim mozku, epifyze,
substantia nigra, v hypotalamu a v rafedlnim jadfe mozkového kmene. Tyto
neurony maji rozsahlé projekce, pomoci kterych je mozné koordinovat slozZité
smyslové a motorické vzory chovani (Herlenius and Lagercrantz 2004). Vétsina
serotoninergnich receptord patii do skupiny receptorit sprazenych s G-proteinem,
vyjimku tvoti 5-HT3 receptory, které¢ pfedstavuji skupinu receptorii iontovych
kanala s ligandem (Hoyer et al. 2002). Serotonin ovlivituje proliferaci neurond,
diferenciaci a synaptogenezi. Serotoninergni bunky se vytvaieji jako jedny
Z prvnich bunék neurotransmiterovych systémt, a to v rafedlnim jadfe. U potkana
béhem ED 9-11 a u ¢loveka piiblizné 5. tyden gestacniho obdobi. Z rafedlniho
jadra za¢nou postupné prostupovat michou a kortexem (Herlenius and Lagercrantz
2004). Studie Gaspar et al. (2003) poukazuje na vyznamnou roli serotoninu
(receptor 5-HT1A) pii diferenciaci neuronalnich progenitori béhem 12. -14.

tydne gestacniho obdobi u clovéka. Fetdlni lidsky mozek, zejména kortex



a hipokampus, vykazuje nejvyssi hodnoty v denzité serotoninovych receptort

v rozmezi 16. -22. tydne gravidity.

Vyvoj mozku dale pokracuje procesem zrani nervovych bunck. Bunky
agreguji, vytvareji synaptickd spojeni pomérné rychle, avSak zprvu postradaji
specializace typické pro zralé¢ synapse. Tvofi se axony, dendrity, upeviiuji se
mezisynaptické spoje, zdokonaluje se pfenos nervového signdlu. Synaptické
spojeni pIné¢ dozravaji béhem nékolika dalSich tydnu u ¢loveéka (34. —36. tyden
gestace), u potkana vrozmezi poslednich prenatalnich dni (ED 18) az do
PD 19-21. Synapse nabyvaji své funkce po procesu myelinizace (Clancy et al.
2007; Fentress 1988; Workman et al. 2013). Vrchol neurogeneze se odhaduje
na 40. tyden gravidity u lidi, u potkani na PD 7-14 (prvni a druhy tyden
postnatalng) (Clancy et al. 2007; Dobbing and Sands 1973). Prace Bockhorst et
al. (2008) poukazuje na nejvyznamnéjsi strukturalni zmény v Sedé hmoté potkant
béhem prvnich 5 dni postnatalniho vyvoje.

Tésné po porodu se u clovéka narGst poctu neuronit zpomali. Az
do 3. tydn¢ postnatdln¢ u clovéka §ifi neurotransmiterové systémy své axony
do vSech kortikalnich vrstev, pak pocet vyrazné klesne (Gaspar et al. 2003;
Herlenius and Lagercrantz 2004). Do 1,5 roku Zivota se CNS zdokonaluje,
dozrava. Bunééné déleni konéi kolem druhého roku zivota (Greenough et al.
1987). U potkana po porodu dochazi k rychlému zrani astrocyti, nastavaji zmény
v morfologii, konektivit¢ a elektrofyziologickych vlastnostech CNS, které
probihaji do PD 19-21 (Clancy et al. 2007; Semple et al. 2013; Workman et al.
2013).
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Obr. 1.3 Sagitalni ilustrace bunéénych tél a projekce monoaminovych neurotransmiterovych
systémii. ED — embryonalni den, NA — noradrenalin, 5-HT — serotonin, DA — dopamin. Barevna
Skala v zobrazeni neuro-ontogeneze 1-10, 10 predstavuje nejvyznamnéj$i vyvoj bunék
neurotransmiterového systému. Upraveno dle Herlenius and Lagercrantz (2004).



2 METAMFETAMIN

2.1 SOUCASNA SITUACE ZNEUZiVANI DROG

Metamfetamin (MA) je pravdépodobné nejrozsifenéjSim syntetickym
stimulantem. V mnoha zemich po celém svété je povazovan za jednu
z nejuzivanéj$ich nezakonnych drog spolu s marihuanou, kokainem a opioidy.
Od prvotni syntézy z efedrinu v roce 1919 prodélalo uzivani MA mnoho zmén.
Pivodné to byla pokusné latka pouzivana jako 1€k, poté se pouzival jako latka
zvysujici vykon vojakt. Od konce sedmdesatych let je uzivani a vyroba MA
nelegalni, od devadesatych let jeho obliba v uZivani dramaticky nartsta po celém
svét¢ (EMCDDA - Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou
zavislost) (EMCDDA and Addiction 2009; Mrav¢ik et al. 2007). UNODC
(Utad  Organizace  Spojenych narodid pro drogy a kriminalitu)
(https://www.unodc.org/wdr2017/field/Booklet_4 ATSNPS.pdf) ve své svétové
zpraveé o drogach z roku 2015 odhaduje, Ze po celém svété uziva amfetaminy 37
miliont lidi, z toho asi polovina uzivateld je ve vychodni a jihovychodni Asii, kde
se taky hlavné soustiedi jejich vyroba. Tato zprava dale uvadi, Zze vyroba MA
za rok 2015 piesdhla 132 tun. Celosvétovy pocet uzivatell je 246 mil. lidi,
ve vékovém rozmezi 15-64 let (to je 1 z 20). Z tohoto pocétu 12,2 mil. lidi uzilo
drogu injekéné.

Pocatek zneuzivani MA v Ceské republice 1ze uréit rokem 1977, kdy byly
zaznamenany prvni nalezy MA pii kontrolnich analyzach abusu Iéciv. MA
predstavuje druhou nejrozsifenéj$i uzivanou drogu hned po konopi a nejéastéji
zneuzivanou synteticky piipravenou drogu v Ceské republice (CR). Na konci
devadesatych let zacaly potize s jeho uzivanim narustat také na Slovensku (SR).
V mensi mife se MA objevuje v dalSich zemich stfedni a vychodni Evropy.
Dostupné narodni odhady uZivani MA uvadgji mezi 2,8 a 2,9 v CR amezi 1,5 a 4
uzivateli ve SR na 1000 obyvateld ve véku 15 az 64 let (EMCDDA and
Addiction 2009). Pfiblizné 66 % na drogach zavislych muzi a Zzen v CR uzivaji
MA jako drogu prvni volby. Cesky statisticky ufad odhaduje, Ze se v CR roéné

zkonzumuje piiblizn¢ 4,5 tuny MA. Nartsté taky tzv. rekreacni uzivani drog.

10


https://www.unodc.org/wdr2017/field/Booklet_4_ATSNPS.pdf

Velice zavaznym, dnes uz celosvétovym problémem, je zneuZivani drog
zenami béhem t€hotenstvi (Marwick 2000). Mnoho Zen piechazi z jinych tvrdych
drog béhem téhotenstvi pravé na MA, protoze ma anorektické (napomaha matkam
udrzovat jejich télesnou hmotnost) a stimula¢ni (doddva jim energii) U¢inky
(Marwick 2000; Williams et al. 2003a; Williams et al. 2003c). MA je lipofilni
latka, dobie prostupuje bunééné membrany (Dattel 1990; Wilcox et al. 1986).
Po podani se MA rychle a dobie distribuuje v krvi, prestupuje do mozku matky,
prochazi takeé placentarni bariérou do plodu a zasahuje tak do jeho prenatalniho
vyvoje (Robinson and Becker 1986). Koncentruje se také v matefském mléce,
¢imz pusobi na vyvoj plodu i béhem laktace (Nordahl et al. 2003; Smith et al.
2001).

Della Grotta et al. (2010) uvadi, ze 84,3 % té€hotnych, drogové zavislych
zen uziva MA béhem prvniho trimestru, 56,0 % v druhém trimestru a 42,4 %
téchto zen pokracuje suzivanim MA také béhem tietiho trimestru. Proto
nacasovani expozice MA béhem gestace ¢i laktace vyznamné ovliviiuje stupen

ucinku drogy na potomstvo téchto matek.

2.2 MECHANISMUS UCINKU

2.2.1 Farmakokinetika

MA je slabd lipofilni béaze, difuzi snadné pfestupuje plazmatickou
membranou bun¢k, hematoencefalickou a placentarni bariérou (Dattel 1990;
Nordahl et al. 2003). Strukturné jde o (2S)N-methyl-I-fenylpropan-2-amin.
Chemicka struktura MA je podobna chemické struktuie amfetaminu (Obr. 2.1)
a efedrinu, a proto ma srovnatelné biologické stimulaéni vlastnosti (Anglin et al.
2000). MA muze byt podan riznymi zpisoby: peroralné (s pomoci kapsli),
analné, inhalaci (koufeni, $fiupani), intravenozné (Kirkpatrick et al. 2012). Zptisob
podani ovliviiuje jeho ucinek. Biologicka dostupnost pii perordlnim uziti tvoii asi
62 %, 79 % po nasalnim uziti, 90 % po koufeni a 100 % piedstavuje injekéni
podani drogy. Pfi injekénim zplsobu wuziti se Ccastéji vyvolava zavislost
a problemy spojené s predavkovanim.

Diky svému slozeni (metylova skupina) je rezistentni na plsobeni

degrada¢niho enzymu monoaminooxiddza v jatrech, polocas eliminace muze trvat
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12 az 34 hodin. MA je metabolizovan v jatrech 3 riznymi zptsoby: asi 45 %
davky se v procesu N-demetylace pomoci enzymu katalyzovanym cytochromem
P450 2D6 metabolizuje na amfetamin. Dale se MA metabolizuje aromatickou
hydroxylaci za vzniku4-hydroxymetamfetaminu, ktery také zahrnuje cytochrom
P450 2D6. Nakonec, MA podléhd R-hydroxylaci za vzniku noradrenalinu.
Kone¢né degradacni produkty drogy jsou pak vylouceny renalni exkreci (Cho et
al. 2001). Ptiblizn¢ 70 % davky opousti télo moc¢i do 24 hodin.

2.2.2 Farmakodynamika

Struktura MA je velmi podobna struktuie dopaminu (Obr. 2.1),
co ulehcuje jeho pfimé vychytavani axony dopaminu. MA ovliviluje diky
strukturdlni  homologie s katecholaminy vice neurotransmiterovych systémd,
nejenom dopaminovy, ale také noradrenalinovy a serotoninovy (Herlenius and
Lagercrantz 2004).

NH, HaC HaC,
HO NH, NH

A HO B) c)

Obr. 2.1 Chemicka struktura dopaminu (A), amfetaminu (B) a metamfetaminu (C).

Mechanismus ucinku MA (Obr. 2.2) tedy spociva vtom, ze MA je
schopen substituovat monoaminy jak na membranovych transportérech pro
dopamin (DAT), pro noradrenalin (NAT) a serotonin (SERT), tak
na vezikularnich transportérech téchto monoaminti (VMAT2) (Cruickshank and
Dyer 2009). Uloha membranovych transportérai spo¢iva v tom, Ze za normalnich
okolnosti pomadhaji zpétné¢ vychytdvat monoaminy a pumpovat je zpét
do presynaptického zakonceni. V synapse jsou pak pomoci transportérat VMAT?2
uloZzeny do vezikul. Po uziti MA dochazi k jeho rychlé redistribuci v mozku
a periferii. Jakmile se dostane do nervového zakonceni, je rozpoznam

vezikularnim  transportérem. Dochazi k mobilizaci  synaptickych  vacka
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a kuvolnéni monoaminti do presynaptického zakonceni. Misto toho, aby se
koncentrace monoamind v cytosolu snizovala, tak na zakladé¢ pozménéného
chemického gradientu dochazi k zasadnimu zvySeni jejich koncentrace. Tento
proces je posilen také tym, ze MA neptimo inhibuje degrada¢ni funkci
monoaminooxidaz v disledku svych derivatt (Sulzer et al. 2005). Vysledkem je
tedy nahromadéni monoamintl v synaptické Stérbin€ a stimulace postsynaptickych
monoaminovych receptoru (Cruickshank and Dyer 2009), ¢im se posiluje celkovy
psychostimulaéni u¢inek drogy (Cass and Manning 1999; Rothman et al. 2001).
Studie na potkanech ukézaly, ze MA je 2 krat potentnéjsi ve vyluCovani
noradrenalinu  nez dopaminu a zaroven 60 krat potentn&jSi neZ
na vylucovani serotoninu (Rothman et al. 2001). Je nutno jesté poznamenat, ze
interakce dopaminu s jinymi neurotransmitery, jako je glutamat a kyselina
gama-aminomaselna, hraje dulezitou roli v modulaci reakce MA na sekreci
dopaminu (Riddle et al. 2006). Ulohu v mechanizmu u¢inku MA hraji i CART
peptidy (,,cocaine-and-amphetamine-regulated-transcript®), které pravdépodobné
moduluji UCinky amfetamini a podileji se na jejich anorektickych ucincich

(Iversen et al. 2013).
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Obr. 2.2 Dopaminova neurotransmise a mechanismus u¢inku MA. DAT - transportér
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2.2.3 Pohlavni rozdily v mechanismu a¢inku MA

DalSim dulezitym faktorem v u¢inku MA je hladina pohlavnich hormont
a u zen faze reprodukcniho cyklu. Pohlavni rozdily nastavaji uz v kinetice drogy.
Ze studii je zname, Ze degradace a eliminace drog probihd u Zen pomaleji nez
u muzl kvili nizsi aktivité degradacnich enzymi (cytochrom P 450) (Kato and
Yamazoe 1992; Roth and Carroll 2004). Zeny jsou citliv&jsi na G¢inek drog také
pom¢ér svalové hmoty a tukové tkan¢, coz vede pii podani stejné davky k vyssi
koncentraci drogy V jejich plazmé i v mozku v porovnani s muzi (Rambousek et
al. 2014, Kucerova et al. 2009). Také je statisticky prokéazané, Ze pohlavni
hormony (estrogen) zvySuji senzitivitu na drogu. White (2002) ve sve studii
sledoval korelaci mezi G¢inkem MA a reprodukénim cyklem Zeny. Uginky drogy
byly silngj$i v prub¢hu folikularni faze v porovnani s fazi luteélni, citlivost
pozitivné korelovala s hladinami estradiolu. U Zen vznika také zavislost rychleji,
ale na druhou stranu i reakce na 1écbu je rychlejsi. V obdobi abstinence dochazi

u nich i k méné¢ ¢astym relapsum v porovnani s muzi (White et al. 2002).

2.3 NEZADOUCI UCINKY METAMFETAMINU

Utinky MA zavisi na zpisobu podani a na davce. Vstfebany MA
z gastrointestinalniho traktu po peroralni aplikaci vede k pomalému uvolfiovani
nizkych hladin dopaminu, kdeZto intravenozni aplikace nebo aplikace koufenim
vede Kuvolnéni velkého mnozstvi neurotransmiteru (Davidson et al. 2001;
Volkow et al. 2001). Rychlost rozvoje a mira psychické zavislosti zavisi nejen
na davce drogy, ale také na rychlosti nastupu a intenzité¢ uéinku (lversen et al.
2013). Zneuzivani MA se povazuje za zavislost, pokud jedinec pocituje
opakovanou touhu po droze, postupné¢ navySuje davku z divodu vznikajici
intolerance. Takto se muze dostat aZz k uzivani drogy kazdé dvé hodiny, 8-10 krat
za den, v dennich davkach 0,2-1,0 g (Davidson et al. 2001; Slamberova and
Charousova 2008).

2.3.1 Oralni a dermatologické ucinky
Uzivatel¢e MA trpi ve velké mife rozpadem zubl, maji tzv.

,,metamfetaminova Usta* nasledkem sniZzené sekrece slin, xerostomie a bruxizmu
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(Maxwell 2005). Zneuzivani drog obecné souvisi s nedostate¢nou hygienou
a podvyzivou (Vearrier et al. 2012), ¢im se tento problém jesté vic prohlubuje.
Uzivatel¢ MA jsou ve vétsi mife nachylni na infekéni onemocnéni zptisobené
bakterii ,,methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus“, doprovazeno formikaci
(typ parestézie, kdy citi na kizi pocit plazeni bez fyzické pficiny), coz vede
k samoposkozovani kuze (Cruickshank and Dyer 2009). Po vicenasobneé aplikaci
vysSich davek v kratSich ¢asovych intervalech se objevuji formy stereotypniho
chovani, pocit parazitozy (Robinson and Becker 1986), které poskozovani kiize

jeste podporuji.

2.3.2 Kardiovaskularni, pulmonalni a jaterni ucinky

Tim, Ze MA nepfimo zvySuje uvolilovani a plsobeni noradrenalinu
na sympatickych nervovych zakonéenich, pusobenim na ol-adrenoreceptory
zvySuje krevni tlak, ptisobenim na B-adrenoreceptory zrychluje tepovou frekvenci,
pfes P2-adrenoreceptory dilatuje bronchy, zpusobuje tachypnoe. Opakované
podavani MA mlze mit za nasledek chronické srde¢ni stavy, jako je
kardiomyopatic nebo koronarni srde¢ni choroby (Cruickshank and Dyer 2009).
Kardiomyopatie mlze byt zpisobena riznymi mechanismy, vcetné difuzni
myokardialni toxicity v disledku nadmérné stimulace noradrenergnich receptori
srdce a spazmu koronarnich arterii (Vearrier et al. 2012). Pii pfedavkovani byva
nejcastéjsi pricinou smrti kardiovaskuladrni selhdni nebo cévni mozkova piihoda.
U uzivateli MA bylo také pozorovano selhani jater, co vedlo k nekroze organu
(Vearrier et al. 2012).

2.3.3 Mocopohlavni a hematologické uc¢inky

Uzivani MA je spojeno s retenci moci (Iversen et al. 2013). Nezadouci
ucinky MA se také projevuji na sexualnim chovani uzivatelti drog. Po uziti MA
vzrista sexualni touha po partnerovi, dochdzi k nechranénému pohlavnimu styku,
co vede Kk pfenosu virovych onemocnéni (HIV, hepatitida B, C), které jsou mezi
uzivateli drog diky sdileni kontaminovanych jehel vysoce prevalen¢ni (Vearrier et
al. 2012). Bylo prokazano, Zze MA inhibuje imunitni systém a tim sniZzuje odolnost

vuci infekénim onemocnénim (Yu et al. 2003).
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2.3.4 Utinky na CNS

Nizsi davky MA vedou u ¢loveka k navozeni stavu radosti, pocitu pohody,
niz8imu fyzickému a psychickému vycerpani a pocitu energie (Iversen et al. 2013;
Nordahl et al. 2003). VysSi davky drogy (20-50 mg) prohlubuji pocit ostraZitosti,
ale i relaxaci, nadSeni, rychly proud myslenek, vysoké sebevédomi (lversen et al.
2013). Uzivatel nepotiebuje spat ani jist, jeho psychomotorické tempo je
zrychlené. Pii opakovaném uziti davky pro zvyseni pocitu euforie dochazi
k postupné kumulaci drogy v cirkulaci, navozuje se pocit neklidu, stereotypni
formy chovani, které mohou vyustit aZz do psychéz (Bell 1973). Pii opakovaném
uziti drogy se miize u uzivatele vyvinout tolerance viici MA, coz vede k pouziti
vysSich davek, silngjSich forem MA a pouziti jinych zplsobi aplikace s cilem
ziskat pozadovanou odpovéd’ (Darke et al. 2008). Jedinec takto dokaze uzivat MA
1 n¢kolik dni, az dojde ke stavu totalniho vycerpani, po kterém usne i na 18 a vic
hodin. Spanek je neklidny, provazeny no¢nimi désy s castym probouzenim
ve stavu depresi a pocitli prazdnoty. Dostavi se silna chut’ k jidlu (lversen et al.
2013). Po nékolika dnech bdélého stavu se droga eliminuje z organizmu, postupné
opét nastupuje touha po euforickych ucincich MA, nasleduje faze vyhledavani
MA, jeho uziti, ¢im se cely kolob&h opakuje.

Abstinen¢ni syndrom se projevuje psychickymi potiZzemi, jako jsou
dysforicka letargie, deprese, anhedonie, agresivita, bazeni po droze, které mohou
byt zpusobeny depleci dopaminu v mozku po uzivani MA (Wagner et al. 1980).
K fyzickym projeviim patii zvySena potieba spanku a pfijmu potravy (lversen et
al. 2013).

2.3.4.1 Neurotoxicita

Existuje mnoho praci zabyvajicich se neurotoxicitou zpisobenou uzivanim
MA (Davidson et al. 2001; Nordahl et al. 2003; Vorhees 1997), ale mechanismy
neurotoxického ucinku MA nejsou dosud zcela objasnény. Prvotni studie byla
provedena na opicich, kterym byl MA podavan v nizkych davkach 8-krat denné
po dobu 4 az 6 mésici (denni celkova davka 52 mg/kg). Po uplynuti doby
6 mésici od posledni aplikace drogy byly zaznamenany vyznamné snizené
hladiny dopaminu a dopaminovych transportérit v mozku opic exponovanych MA

(Fischman and Schuster 1974). Také u morcat a potkand, jako dalSich
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experimentalnich zvifatech, byl prokazan neurotoxicky uc¢inek MA v podobé
deplece dopaminu ve striatu az 0o 50 % (Seiden et al. 1993; Vorhees 1997;
Wagner et al. 1980). Byly nalezeny také zmény v serotoninergnim systému:
sniZzené hodnoty serotoninu ve frontalnim kortexu a hipokampu po niZzSich
davkach MA, ve striatu a parietalnim kortexu po vysSich davkach (Seiden et al.
1993). Experimenty naznacuji, ze po uplynuti urcit¢ doby abstinence (u opic 1
rok) nebyly pozorovany zadné zmény v koncentracich dopaminu a jeho
transportérech v porovnani s kontrolou. Abstinence pusobi reparabilné, casto
formou kompenzaci. Také klinické studie poukazuji na mozkové abnormality u
pacient dlouhodobé uzivajicich MA. Pomoci zobrazovacich technik byly
odhaleny snizené hustoty dopaminu, dopaminergnich receptorii a jeho
transportéru, SERT, VMAT2 v prefrontalni kiie a v bazalnich gangliich. Po 6-12
mesicich abstinence se tyto hodnoty ¢astecné upravily (Sekine et al. 2006).

S postupem experimentll zabyvajicich se U¢inkem MA bylo navrzeno
nekolik hypotéz pojednavajicich mechanismus MA neurotoxicity (Obr. 2.3). Prvni
hypotéza poukazuje na autooxidaci dopaminu a serotoninu na 6-hydroxydopamin
a 5,6-dihydroxytryptamin. 6-hydroxydopamin je velmi nestabilni, uvoliuje se
z n¢ho peroxid vodiku, vznikaji volné radikaly, které zdsadnim zptisobem narusuji
funkénost bunék (mj. mitochondrii) (Cruickshank and Dyer 2009). Dalsi faktory
rozhodujici v mechanismu MA neurotoxicity je zvySend teplota v mozku
a dopaminem indukované sekundarni uvolnéni glutamatu ve striatu ptes kortiko-
striato-talamo-kortikalni negativni zpétnovazebni smycku (Carlsson and Carlsson
1988, Palenicek et al. 2011).
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Obr. 2.3 Mechanismus neurotoxicity MA. DA — dopamin, 5-HT - serotonin, -OH — peroxid
vodiku, ROS - volné kyslikové radikaly, RNS — volné dusikaté radikaly, VMAT2 — vezikularni
transportéry pro monoaminy. Upraveno dle Riddle et al. (2006).

2.4 PRENATALNI EXPOZICE METAMFETAMINU

Statistické studie poukazuji na fakt, ze vétSina drogové zavislych zen
prechazi béhem gravidity z jinych tvrdych drog pravé na MA (Marwick 2000).
MA pfestupuje vSemi bariérami v té€le matky, tedy i placentarni, a tak se dostava
do organismu plodu. Koncentrace drogy v cirkulaci ditéte dosahuje ptiblizné 50 %
koncentrace drogy Vv plazmé matky. S progredujicim ucinkem drogy se diky
pomalejSimu odbourdvani v jatrech koncentrace drogy muize zvySovat a dokonce
i presahnout koncentraci v cirkulaci matky (Dattel 1990). Fyziologické zmény
télesné¢ vody a plazmatického objemu v prabéhu tehotenstvi mohou ovlivnit
polo¢as rozpadu a distribuni objem drog. Citlivost k drogdm a jejich
metabolismus se v prub&hu te€hotenstvi méni. Experimentalni studie White et al.
(2011) naznacuje zmény v rychlosti eliminaci MA a jeho metabolitu amfetaminu
(AMP) u bfezich samic Vv riznych stadiich gestace. Béhem pozdéjsich stadii

gestace (ED 21) se droga v téle matky eliminuje pomaleji (115 min MA, 189 min
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AMP) nez béhem Casnych fazi gestace (ED 7) (91 min MA, 95 min AMP) (White
et al. 2009).

2.4.1 Klinicke studie

Ultrasonografii bylo prokazano, ze MA negativné pusobi bé&hem
intrauterinniho vyvoje na plod (Konkol 1994; Konkol et al. 1994; Tronick and
Beeghly 1999). Kromé¢ toho, Ze hrozi riziko potrati, pfedcasnych porodu a ze se
déti rodi s niZ8i porodni hmotnosti a s rustovou retardaci (Dixon and Oro 1987,
Eriksson et al. 1978; Oro and Dixon 1987) se u téchto déti vyskytly také srde¢ni
vady, roz§tépy rtli a dokonce morfologické a funkéni zmény nékterych struktur
v ramci CNS (Dixon and Oro 1987; Plessinger 1998). Plessinger (1998) v jedné
ze svych studii poukazuje na redukce objemu a zmenSeni subkortikalnich struktur,
putamenu, globus pallidus, hipokampu a také nucleus caudatus. Zmenseni struktur
uzce koreluje nejen se zhorSenymi vykony ve $kole (zpozdéna verbalni pamét,
neurokognitivni deficit), ale také se zménami v chovani déti drogové zavislych
matek. U novorozencu byly sledované poruchy spanku, zvysSeny svalovy tonus,
tremor a zhorSeni adaptability na stres (Wouldes et al. 2004). Navic déti
vystavené¢ ucinkim stimulac¢nich drog jevi znamky akutniho abstinen¢niho
syndromu. Exponované déti pak také zaostavaly v jazycich, matematice
a t&lesné vychové. Utinky na chovani a kognitivni funkce se jevi jako trvalé
(Hansen et al. 1993; Slamberova and Charousova 2008). Neni zatim ale tplné
objasnéno, jestli je to pifimy ucinek drogy na potomstvo, protoze tyto matky
béhem téhotenstvi kromé zneuzivani Sirokého spektra drog casto holduji
i alkoholu a kouii cigarety (Slamberové et al. 2008). Diky tomuto samotny
mechanizmus u¢inku MA na plod po jeho prenatalni expozici nebyl dosud plné
objasnén, proto se zkoumaji ucinky piisobeni drog na organizmus na laboratornich

zvitatech.

2.4.2 Experimentélni studie

Prenatdlni expozice MA in utero piedstavuje podavani drogy bud’
v pribéhu celého prenatalniho obdobi, nebo v pribéhu kratSich casovych
intervalt podle stadia vyvoje plodu (Jablonski et al. 2015). Studie Rice and
Barone (2000b) pfirovnava prenatalni obdobi vyvoje potkant (ED 1-21)
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K prvnimu a druhému trimestru gestace u lidi: ED 1-9 u potkanu koreluje s prvnim
trimestrem, ED 10-21 odpovida druhému trimestru. Existuje fada
experimentalnich studii, které popisuji ucinek prenatalni expozice MA
podavaného béhem celého obdobi gestace (ED 1-22 u potkanu). Podavani MA
bfezim samicim laboratorniho potkana v davce 5 mg/kg odpovidd koncentracim
drogy Vv plazm¢ a mozku plodu drogové zavislych matek (Acuff-Smith et al.
1996; Cho et al. 1991; Rambousek et al. 2014). Vyssi davky drogy (20, 50 mg/kg)
podavané béhem gestace vedly ke spontannim potratim nebo dokonce k umrtim
biezi samice jesté pred porodem (Acuff-Smith et al. 1996; Martin et al. 1976).
Vedle pfimych negativnich u¢inkti na zdravi matky a jeji dit¢ maji drogy I
nepiimé uéinky. Zeny zavislé na drogach nevénuji svému potomkovi dostateénou
matefskou péci (Vaviinkova et al. 2001). MA podavany béhem gravidity zhorSuje
matei'ské chovani (Frafikova 1977; Malinova-Sevéikova et al. 2014; Schutova et
al. 2008; Slamberova et al. 2005a), snizuje taktilni stimulaci, kterd sehrava
vyznamnou roli v pozitivnim vyvoji jejiho potomka (Schanberg and Field 1987;
Slamberova et al. 2005a). Nase predchazejici studie zjistily, Ze podavani MA
vdavce 5 mg/kg bfezim samicim b&hem celé gestace vedlo
Mlad’ata  dosahovala horSich  vysledktit v testech  negativni  geotaxe
a vzpfimovaciho reflexu, bylo u nich pozorovano také snizeni spontdnni
motorické aktivity a explorace (Hruba et al. 2008; Cho et al. 1991; Malinova-
Sevéikova et al. 2014; Slamberova et al. 2005a).

Studie zjiStujici dopad prenatdlni expozici MA na neurologické
a behaviordlni zmény, poukazaly na fakt, Ze tyto zmény jsou vice vyrazné
u dospélych zvifat nez u mlad’at (Vorhees and Pu 1995). Dlouhodobé ucinky
na koncentraci monoamind a jejich metabolitd jsou jen mirn€ ovlivnény prenatalni
expozici MA, navic jsou tyto Ucinky specifické pro jednotlivé regiony mozku.
Bubenikova-ValeSova et al. (2009) uvadi, Ze prenatalni expozice MA v davce
5 mg/kg béhem celé gestace vedla ke zvySeni hladiny dopaminu o 288 %
Vv nucleus accumbens samci v dospé€losti. Studie Acuff-Smith et al. (1996)
naznacuje, ze expozice MA (0, 5, 10, 15 a 20 mg/kg) béhem ED 7-12 a ED 13-18

nema zasadni vliv na hladiny dopaminu, serotoninu a noradrenalinu v Zadneé
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Z testovanych oblasti mozku. Jenom u samic exponovanych béhem ED 13-18
nejvyssi davkou drogy (20 mg/kg) byly v nucleus caudatus zjistény zvySené
koncentrace dopaminu a sniZzené koncentrace serotoninu v porovnani
s kontrolami. Pfedpokladd se, Zze diky plsobeni MA na dopaminergni a
serotoninergni  neurotransmiterovy systém dochdzi k vytvofeni nejen
dlouhotrvajicich, ale dokonce i trvalych zmén v behavioralnich projevech zvitat
(Weissman and Caldecott-Hazard 1995). Prenatalni expozice MA (2-10
mg/kg/den) béhem celého obdobi gravidity indukuje redukci spontdnni motorické
aktivity zvifat testovanych po odstavu (PD 21-30) (Sato and Fujiwara 1986;
Weissman and Caldecott-Hazard 1995). Redukce motorické aktivity byla také
zaznamenana u prenatalné¢ exponovanych zvifat béhem ED 7-20 (MA 1-4,5
mg/kg/den) testovanych v PD 21 (Cho et al. 2001).

Studie znasi laboratofe naznaCuji, ze prenatalni expozice MA
(5 mg/kg/den) béhem celého obdobi gestace nema vliv na prostorové uceni v testu
Morrisova vodniho bludist¢ (Macuchova et al. 2013; Schutova et al. 2008;
Slamberovéa et al. 2014). Naopak, tato zvifata dosahovala lepsich vysledki
po prenatalni expozici MA v testu paméti (Schutova et al. 2009; Slamberova et al.
2014). Jiné studie demonstruji, Ze ani delSi doba expozice MA (tyden
pted zabfeznutim a b&hem gestace) v SirSim spektru davkovani (0,625-10
mg/kg/den) nema vliv na proces uceni (McDonnell-Dowling et al. 2014;
Weissman and Caldecott-Hazard 1995). Studie Acuff-Smith et al. (1996)
naznacuje vyznamnou roli davkovdni a nacasovani expozice MA. U zvirat
exponovanych niz§imi davkami MA (5, 10 mg/kg/den) béhem ED 7-12 a béhem
ED 13-18 se neprojevil vliv prenatalni expozice na kognitivni funkce, kdezto
expozice MA ve vysSich davkach (15, 20 mg/kg/den) béhem ED 7-12 vedla

k naruseni procesu uceni a k porucham paméti.

2.5 NEONATALNI EXPOZICE METAMFETAMINU

VétSina drog pronikd 1 do matefského mléka, takze dité je exponovano
droze také postnatalné¢ béhem laktace (Fox 1965). Ve vnimani lakta¢ni periody
u lidi a u hlodavci existuji ale odliSnosti. Lakta¢ni obdobi u ¢lovéka predstavuje
obdobi od porodu do pfiblizné 2,5 roku Zivota, u potkana od porodu do odstavu

(PD 21) (Jablonski et al. 2015; Rice and Barone 2000b). Fakt, Ze se mozek vyviji
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delSi dobu v porovnani s ostatnimi organy, podtrhdvd zmifiované rozdily mezi
lidmi a hlodavci. Neuro-ontogeneze u lidi je zdsadnéjsi béhem pozd¢jsich stadii
gestace (2. -3. trimestr), kdezto u hlodavct probiha zrani nervového systému vice
béhem prvnich dvou az tii tydni po porodu (Rice and Barone 2000b). Nacasovani
expozice MA béhem téchto kritickych stadii neuro-ontogeneze sehrava dilezitou
roli v mechanismu pfenosu ucinku drogy: u lidi se v tomto stadiu pfenasi droga
na potomky transplacentarn¢, kdezto u potkan prostiednictvim matetského
mléka béhem kojeni. Rambousek et al. (2014) ve sve praci demonstruje
pfitomnost MA nejen vplazmé a mozku exponovanych matek, ale také
vV matetském mléce, které bylo odebrano ze zaludku mlad’at téchto matek. Prenos
drogy prostfednictvim matefského mléka potvrzuje také ptitomnosti MA a AMP
v seru (0,1-1 ng/ml) a mozku (1-10 ng/g) odebranych z mlad’at exponovanych
MA v davce 5 mg/ml/kg béhem PD 1-21. Doposud ale neexistuje experimentalni
studie, ktera by ptfesné popsala miru ptfenosu drogy prostfednictvim matetrského
mléka. Existuje také malo klinickych studii, které by vysvétlovaly pfenos MA
prostiednictvim matefského mléka. Ve své studii Steiner et al. (1984) analyzoval
koncentrace AMP v plazm¢ a v matefském mléce matky a také koncentrace drogy
v modi ditéte 10. a 42. den po porodu. Vysledky analyz odhalily 3-7 krat vyssi
koncentrace v matefském mléce v porovnéni s hladinami drogy v plazmé matky.
Malé mnoZzstvi MA bylo nalezeno i v mo¢i ditéte. Na zakladé této a dalSich studii
(Bartu et al. 2009; llett et al. 2007) je doporuceno, aby matky nekojily diive, nez
se droga vylou¢i z organizmu (24-48 hodin po uZziti).

2.5.2 Klinicke studie

Vzhledem k tomu, Ze mnoho téhotnych zen ma tendenci pokrafovat
v uzivani MA 1 béhem kojeni, je pravdépodobné, Ze novorozenci budou postizeni
riznymi komplikacemi vzniklymi nejen prenatalné, ale také béhem neonatéalniho
obdobi (Baei et al. 2017; Bartu et al. 2009; Rambousek et al. 2014). Neékolik
klinickych studii poukazuje na negativni vliv uzivani MA béhem pozdéjsich stadii
gravidity a laktace na schopnost matky postarat se o novorozené (Bartu et al.
2009). Studie Oei et al. (2010) uvadi, ze Zeny, které béhem gravidity braly MA
intravendzné, meély snizenou schopnost nakojit svého potomka nez zeny, které

uzivaly jiné drogy (38% vs. 76%). Novorozenec pak nepiibyva na vaze. Dalsi
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studie poukazuje na snizenou sekreci prolaktinu (o 40%) po perordlnim uZivani
dextroamfetaminu (20 mg) po porodu. Tato studie dale uvadi, Ze hladina
matefského prolaktinu nemusi korelovat se snizenou schopnosti kojeni, hlavné
po tom, co uz byla produkce mléka spusténa taktilni stimulaci ditétem. Kojeni
predstavuje kritické obdobi, béhem néhoz je novorozenec schopen absorbovat
drogy konzumované matkou prostiednictvim matefského mléka (Cho et al. 1991).
V této souvislosti vysledky naznacuji, Ze novorozenci matek, které uzivaly MA
behem laktace, Casto projevovali nepiiznivé fyzické a behaviordlni nasledky
v dal$ich obdobich zivota (napt. hluchota, postnatalni ristova retardace, mentalni
postizeni, poruchy uéeni a paméti, poruchy chovéani) (Cui et al. 2006). Existuji
studie, které popisuji nasledky uziti MA béhem laktace konéici smrti ditéte (Bartu
et al. 2009; Chomchai et al. 2016).

2.5.1 Experimentalni studie

Mnohé experimentalni studie uvadéji jako prvotni negativni disledek
uzivani MA béhem laktace snizovani kontaktu mezi matkou a mladétem.
Frankova (1977) ve své praci demonstruje, Ze matky exponované AMP béhem
prvnich 10 dnu laktace mély zkracené Casy v matefskych aktivitach (interakce
s mlad’aty, stavéni hnizda). Mlad’ata exponovand MA (10 mg/kg, 4x/den) mayji
niz§i vahovy piirtstek a zistavaji leh¢i 1 béhem dalsich fazi zivota (Vorhees et al.
1994a; Vorhees et al. 2009). Campbell and Bedi (1989) navazuji na problematiku
postnatalni podvyZzivy, ktera vSak nema vliv na deficity v motorické aktivité ¢i
Vv prostorovém uceni dospélych zvirat, jak by se na prvni pohled mohlo zdat. Nase
ptedchazejici studie ukazuji snizenou lokomoci, explora¢ni chovani a zvySenou
anxietu u dospélych zvifat neonatdln¢ ovlivnénych MA prostfednictvim
matefského mléka béhem PD 1-21 (Hrubd et al. 2012). SniZzenou lokomocni
aktivitu dospélych zvifat neonataln¢ exponovanych MA béhem riaznych stadii
postnatalniho vyvoje sledoval také Vorhees et al. (2009). Tato i mnohé dalsi
studie naznacuji dilezitou roli nacasovani expozice MA b&hem casného nebo
pozdéjsiho postnatalniho stadia vyvoje. Vorhees se svoji skupinou védct sledoval
vliv davky a délky expozice na rizné parametry kognitivnich testlh u dospélych
potkanti exponovanych béhem neonatalniho obdobi. V testu Morrisova vodniho

bludisté, typ alocentrického uceni vazaného na hipokampus, se v jeho studiich
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projevily nejvice deficity po expozici MA v davce 30 mg/kg/2-x/den béhem
PD 11-20. Stejna aplikace drogy béhem PD 1-10 nevedla k porucham
prostorového uceni a paméti v tomto testu (Vorhees et al. 1994a; Vorhees et al.
1994b). V dalsim testu, Cincinnatiho vodniho bludist¢ (T-maze test), typ
egocentrického uceni VvA&zaného na striatum, se projevil vyrazny deficit
Vv kognitivnich schopnostech dospélych zvifat po neonatalni expozici MA béhem
PD 6-15 a PD 11-20 v rozmezi davkovani 10-25 mg/kg/4-x/den. Stejné davkovani
MA bé&hem PD 1-10, PD 21-30 nebo v pozdégjsich stadiich nemélo vliv na kognici
dospélych zvirat (Vorhees et al. 2005; VVorhees et al. 2004; Vorhees et al. 2009;
Williams et al. 2003a). Williams et al. (2004) dopliuje tyto vysledky o tvrzeni, Ze
i niz8i davky drogy (0,625-5 mg/kg/4-x/den), exponované béhem stejnych
aplikacnich period, vedou k poruchdm prostorového ufeni a paméti, které
pretrvavaji az jeden rok po expozici. Podobné vysledky sledoval ve sve studii také
Acuff-Smith et al. (1996), kde uvadi, Ze potkani, vystaveni u¢inktim drogy 4x/den
po jejich narozeni (PD 11-20) v davce 10 mg/kg méli v dospélosti zhorSené
kognitivni funkce. Aplikace stejné davky v PD 1-10 nezpisobila zadné zmény
Vv uceni a paméti u potkani ovlivnénych MA v porovnani s kontrolni skupinou.

Vysvétleni dlouhotrvajicich zmén v lokomocni aktivit¢ a kognitivnich
schopnostech se nabizi v dalSich studiich, zaméfenych na zmény v denzité
neurotransmiterovych systémti po neonatdlni expozici MA. Crawford et al.
(2003), ale take Graham et al. (2013) ¢i Williams et al. (2003a) ve svych studiich
uvadéji redukci D1 a D2 dopaminovych receptord, shiZzenou aktivitu
dopaminovych metabolitii, shiZzenou aktivitu proteinkinazy A, redukci
serotoninovych ¢i glutamatovych receptorti po neonatalni expozici MA béhem PD
11-20.

2.6 AKUTNI METAMFETAMIN PODAVANY V DOSPELOSTI

Klinické i experimentélni studie ukazuji, Ze psychostimulancia, ktera
plisobi na monoaminergni systém, maji schopnost ovlivnit behavioralni projevy
jedince. Experimentalni studie naznacuji, ze nizké davky MA (1-2 mg/kg)
zpusobuji zvySenou aktivitu dopaminergnich vlaken v nucleus accumbens (Kelly
et al. 1975), coZz se projevuje zvySenim lokomoce a explorace (Schutova et al.

2010; Schutova et al. 2009). Tyto davky MA jsou spojené také se zménami
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socialniho chovani (Slamberové et al. 2010; Slamberova et al. 2011a). Vy3si
davky MA (4,5-10 mg/kg) aktivuji dopaminergni vldkna bazélnich ganglii
a vyvolavaji stereotypni formy chovéni (Kita et al. 2003; Sokolov et al. 2004).
Pomoci selektivnich lézi dopaminergnich oblasti v mozku bylo zjisténo, Ze
zvysena dopaminergni aktivita v nucleus accumbens je zodpovédna za zvySenou
lokomoci, zatimco dopaminergni aktivita substantia nigra vyvolava stereotypni
prvky pohybu u potkana po davce 5 mg/ml/kg (Kelly et al. 1975). Chronicka
expozice béhem gravidity mé za nasledek zvySeni hustoty serotoninovych
a dopaminovych mist zpétného vychytavani, dochazi k remodelaci synaptické
morfologie (Weissman and Caldecott-Hazard 1995). Psychostimulancia jsou
znama tim, Ze zvysuji agresivitu a narusuji socialni, matefské a sexualni chovani
(Slamberova et al. 2013; Slamberova et al. 2011a). Na3e dosavadni studie
potvrzuji zmény v nocicepéni citlivosti a v pohotovosti k epileptickym zachvatim
u dospélych samcii a samic prenatalné ovlivnénych MA (Bernaskova et al. 2017;
Yamamotova et al. 2011). Psychostimulancia ovliviiuji kognitivni funkce
uvoliiovanim dopaminu v prefrontalni ktfe a hipokampu (lversen et al. 2013).
Akutni niz8i ddvky amfetamint (0,1-0,4 mg/kg) mohou vést ke zlepSeni n€kterych
aspektl kognitivnich testl jak u lidi, tak i u experimentélnich zvitat. Vyssi davky
drogy (0,4-1 mg/kg) zvySuji rychlost odpovidani, ale také snizuji presnost. Pfi
davkach vyssich nez 3 mg/kg byla vykonnost v kognitivnich testech narusena

vyskytem stereotypniho chovani (Grilly and Loveland 2001).
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3 HYPOTEZA

Metodika uZivana v laboratofi na Ustavu normalni, patologické a klinické
fyziologie je experimentalnim modelem pro vyzkum drogové zavislosti
a dlouhodobych ucinki prenatalni expozice MA na morfologicky a funk¢ni vyvoj
laboratorniho potkana. Piesto, Ze byla opublikovana fada studii ukazujicich
negativni u¢inky MA na potomky drogové zavislych matek, neni zndmo, které
obdobi bfezosti/laktace je u potkana tim nejcitlivéj§im. Urceni tohoto obdobi by
bylo vyznamnym zjisténim pro ptipadné vysazeni drog u t€hotnych Zen zavislych
na MA.

Predpokladame, Ze negativni ucinky aplikace MA matkdm na jejich
potomstvo se budou liSit v zavislosti na dobé aplikace. Vyvojovd obdobi
(prenatalni a Casné postnatalni) u laboratorniho potkana jsme rozdélili tak, aby
piiblizné odpovidala trimestrim prenatdlniho obdobi u ¢lovéka. ED potkana 1-11
ptiblizn¢ odpovida 1. trimestru u clovéka; ED 12-22 potkana 2. trimestru
u Cloveka; casné postnatdlni obdobi u potkana, PD 1-11, odpovida pfiblizné
3. trimestru u ¢lovéka (Clancy et al. 2007). Vzhledem k vyvoji embrya/fétu
predpokladame, ze obdobi odpovidajici 1. trimestru u c¢lovéka bude mit
za nasledek spiSe morfologické zmény, zatimco 2. -3. trimestr spiSe zmény
funkéni. Zvitata exponovana v daném obdobi (,aplikaéni perioda®) MA
(5 mg/ml/kg) porovndme s kontrolnimi skupinami zvifat exponovanych ve
stejném obdobi fyziologickému roztoku (S). U skupiny mlédd’at exponovanych
behem rané laktacni periody (PD 1-11) pfimo vpichem s.c. jsme kontrolni skupiné
misto podani fyziologického roztoku provedli jenom ¢isty vpich s.c. (bez aplikace
fyziologického roztoku), tzv. ,,sham* (S). Metoda sham napichovani namisto
injek¢éni aplikace fyziologického roztoku byla zvolena na zakladé naSich
piedchozich zjisténi, ze po aplikaci fyziologického roztoku piimo mlad’attim, tato

mlad’ata zvySené umirala.
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4  CILEPRACE
Hlavnimi cili mé disertacni prace je zjistit:
s vliv MA v jednotlivych vyvojovych obdobich (aplikacni periody),

% rozdily v expozici mezi jednotlivymi vyvojovymi obdobimi (aplikaéni

periody),
¢ vliv pfimé a nepiimé aplikace MA v pribéhu neonatalniho obdobi,

%+ pohlavni rozdily a vliv estralniho cyklu samic.

Dospéla zvitata (samci 1 samice) jsme testovali za pomoci behavioralnich

testu:

e ,Test podminéného vyhledavani drogy* (Conditioned Place

Preference Test, CPP), test na aktivni vyhledavani drog,

e ,Test socialnich interakci* (Social Interaction test, SIT), test

na vzajemné chovani dvou jedinct,

e ,Test Laboras* — modifikovany ,,open field”, test na chovani

jedince v neznamém prostredi,

e ,Test Morrisova vodniho bludisté“ (Morris Water Maze,

MWM), test na prostorové uceni a pamet’.

Préce pfispéje k objasnéni mechanismi vzniku drogové zavislosti a jejich
negativnich nasledkd a tim prohloubi dosavadni poznatky v oblasti drogové

zavislosti.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 CHOV LABORATORNICH ZVIRAT

Dospéli samci (350-400 g) a samice (250-300 g) laboratorniho potkana
kmene Wistar pochazeli z Charles River Laboratories International, Inc., dodani
byli chovnou stanici Anlab, s.r.o. (Praha, Ceska republika). Zvitata byla ustajena
do plastovych kleci o rozmérech 45 cm x 30 cm x 20 cm separatné podle pohlavi,
samci v poctu 4 na klec, samice v poctu 5 na klec. Klece se zvifaty byly umistény
v klimatizované mistnosti s kontrolovanou konstantni  teplotou (24 °C)
a standardnim svételnym cyklem 12 h svétlo:12 h tma s pocatkem svételné faze
v 6:00 h rano. Zvitata byla po dobu 2 tydnl ponechana v klidu s pfistupem ad
libitum ke krmeni a vodé.

5.2 FERTILIZACE

Po aklimatizaci jsme samice zvazili a pomoci vaginalniho vyplachu u nich
ur¢ili fazi estralniho cyklu (metestrus, diestrus, proestrus, estrus). Samice,
nachazejici se v plodné fazi reprodukéniho cyklu (proestrus, estrus), byla na noc
vloZzena do klece k pohlavn¢ zralému samci. Nasledujici den jsme na zakladé
pritomnosti spermii ve vaginalnim vyplachu ovéfili fertilizaci a oznacdili jako
prvni den gestace (embryonalni den, ED 1). Poté byly samice navraceny do svych
puvodnich kleci. Fézi estradlniho cyklu jsme u oplodnénych samic sledovali
a kontrolovali jesté nasledujicich 5 az 6 dni (pfiblizna délka jednoho cyklu)
abychom potvrdili uspeéSnost fertilizace a mohli tak s piesnosti urcit zacatek

a prub¢h gestace.

5.3 PRENATALNI A POSTNATALNI PECE

Pfedmétem této disertacni prace je porovnani MA aplikace v dospélosti
po piedeslém exponovani zvifat tou samou drogou v raznych stadiich jejich
neuro-ontogenetického vyvoje a stanovit tak obdobi nejcitlivéjsi pro vznik
negativnich 0¢inkll této drogy. Jelikoz je znamo, Ze mlad’ata laboratorniho
potkana dosahuji zralosti odpovidajici zralosti lidskych novorozenct piiblizné
v postnatalni den 10-12 (jednotlivé ¢asti mozku dozravaji i pozdé&ji) (Clancy et al.

2007), rozhodli jsme se proto gravidni samice od prvniho dne gestace (ED 1)
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rozdélit do skupin a exponovat je latkam tak, aby vyvojova obdobi (prenatélni
a Casn¢ postnatalni) u laboratorniho potkana pfiblizn€ odpovidala trimestrim
prenatalniho vyvoje u ¢lovéka (Obr. 5.1):

(A) skupina samic ovlivnéna b&hem prvni poloviny gestaéni periody
(ED 1-11)=1. trimestr, (B) skupina samic ovlivnéna b&hem druhé poloviny
gestacni periody (ED 12-22)=2. trimestr, (C) skupina samic ovlivnéna béhem
¢asné laktaéni periody (PD 1-11)=3. trimestr (od prvniho dne po porodu do PD
11). Abychom mohli porovnat pfenos ucinku latky na potomstvo ovlivnénych
matek nepiimo prostiednictvim matefského mléka, zvolili jsme si dalSi
skupinu, kde jsme latku podavali pfimo vpichem mlad’atim subkutanné.

Podle rozdéleni do jednotlivych aplikac¢nich fazi (prenatdlni nebo Casna
lakta¢ni perioda) byly tyto samice a mlad’ata (3. trimestr — pfima aplikace)
rozdéleny v kazd¢ aplikani periodé na dvé skupiny: experimentdlni skupina
matek a mladat, které jsme exponovali G¢inkim MA; nebo kontrolni skupina
matek a mlad’at, kterym byl podavan fyziologicky roztok nebo ,,sham® (S).
D-metamfetamin HCI byl dodéan firmou Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika).
Samice, ovlivnény MA, dostavaly drogu subkutdnné (s.c.) v dané aplikacni
periodé vzdy 1x denné, v pfiblizné stejnou dobu v davce 5 mg/ml/kg. Tato davka
je koncentrovdna v mozku plodu v takové hodnoté, ktera odpovida hodnotam
naméfenym u plodd drogové zavislych matek (Acuff-Smith et al. 1996;
Rambousek et al. 2014). Toto davkovani proto slouZi jako vhodny experimentalni
model pro stanoveni rizik expozice ucinkiim drogy in utero. Kontrolni skupiné
samic v kazdé aplikacni periodé byl ve stejny cas, stejnou metodou aplikovan
S (1 ml/kg) (Obr. 5.1). Ob¢ skupiny matek s prenatalni aplikaci, skupina matek,
kde se prenasel ucinek drogy nepiimo prostfednictvim matefského mléka a
skupina mlad’at, kterd byla béhem casné laktacni periody exponovana piimo
vpichem, byly kazdy den béhem experimentu vazeny a byl sledovan hmotnostni
prirastek.

V gestacni den 21 jsme gravidni samice pfemistili po jedné

do ,,matetskych‘* kleci. Den porodu jsme oznacili jako PD 0.
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nepiimo
MA 5 mg/mlkg|
S 1 mUVkg
piimo
MA 5 mg/mlkg|MA 5 mg/mUkg | Test
: MA 5 mg/mlkg| g !
S 1 mlk 51 ml’k £
g ml’kg S . sham* v dospelosti
ED1 ED11ED 12 ED22/PD1 PD 11 PD 60 PD 90
< Gestacni obdobi Postnatalni obdobi >

Obr. 5.1 Aplikaéni periody béhem gestace a ¢asné laktace. ED - embryonélni den,
PD - postnatalni den, S — fyziologicky roztok, sham, MA — metamfetamin.

V PD 1 jsme nejdiive mlad’ata oznacili podle druhu expozice
intradermdlni aplikaci tetovaciho inkoustu: MA skupina byla oznacena na levé
zadni tlapce; S skupina byla oznacena na pravé zadni tlapce. Poté, abychom
eliminovali vliv rozdilného matefského chovani a péfe zpisobené podadvanim
drogy (Slamberova et al. 2005, Holson and Pearce 1992), jsme provedli ,,cross-
fostering‘‘(Obr. 5.2) u matek, kterym byla béhem gesta¢niho obdobi aplikovana
droga (ED 1-11, ED 12-22). ,,Cross-fostering‘* jsme provedli tak, Ze jsme jedné
matce ponechali jeji vlastni 3 samce a 3 samice a dalsi 3 samci a 3 samice
s odlisnou aplikaci od jiné matky ze stejné aplikacni periody byli o tohoto hnizda
pfidani. Kazdd matka tedy vychovavala 12 mladat, 6 vlastnich, 6 adoptivnich
s opacnou aplikac¢ni latkou. U skupiny matek, kterym byla droga aplikovédna az po
porodu (PD 1-11) a skupiny intaktnich matek (PD 1-11) jsme neprovedli ,,cross-
fostering*‘, ale pfizplsobili jsme pocty mlad’at v hnizd¢ na 6 samcii a 6 samic.
V kazdém vrhu byla pouzita 4 zvifata pro jeden typ testu v dospélosti. 2 samci,
kazdy s rozdilnou aplikaéni latkou a 2 samice, kazda s rozdilnou aplikaéni latkou.
Na zaklad¢ prenatalni a c¢asné neonatalni expozice jsme tedy dostali 8
experimentalnich skupin (Obr. 5.2).

V PD 21 byla mlad’ata od matek odstavena a kazdé mlad¢ bylo oznaceno
propichnutim usi podle matky, kterou bylo vychovano. Mlad’atim, ktera
vychovavala matka s aplikaci MA, bylo propichnuto levé ucho, mlad’atim, ktera
vychovavala matka s aplikaci S, bylo propichnuto pravé ucho. Mlad’ata byla poté

rozdélena podle pohlavi a umisténa do kleci po 4 samcich a 5 samicich
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a ponechéna v klidu az do PD 60, do obdobi dospélosti s potravou a vodou
v dostupnosti ad libitum.

%MA (5 mg/ml/kg)

aplikace

porod

- (13
,,cross-fostering

PD1

PD 1-21 ¥ N
4 : £ :
"r& l'i-' MA\ l‘.& *}_\ MA
odstav
f o K g ¢ g <
e : - . - ;o i v . )
PD 6090 S MA s -oMA s L —¢s €
- - -

Obr. 5.2 ,,Cross-fostering**. S — fyziologicky roztok, MA — metamfetamin, PD — postnatalni den.
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5.4 APLIKACE V DOSPELOSTI

Vl0iv prenatélni, neonatalni a akutni aplikace drogy v dospélosti jsme
testovali behavioralnimi testy na potomcich ovlivnénych matek. Pro objasnéni
mezipohlavnich rozdili v u¢inku MA byli testovani jak samci, tak samice.
Abychom mohli otestovat citlivost potomki k MA v dospélosti, poloviné zvifat
Z kazdé prenatalné¢ nebo neonatalné exponované skupiny (MA, S) jsme aplikovali
s.c. MA vdavce 1 mg/ml/kg (test socidlnich interakci, test Laboras, test
Morrisova vodniho bludiste). Tato davka na rozdil od vyssich davek nezptisobuje
stereotypni formy chovani a nenarusuje tim prubéh testi (Kelly et al. 1975).
Druhé poloviné zvitat jsme aplikovali S ve stejné¢ dévce a stejnym zpiisobem.
V testu socialnich interakci jsme testované latky (MA, S) aplikovali 45 min.
pfed testovanim. V tomto case dosahuje koncentrace MA v mozku pfi
subkutannim podani svého maxima a behaviordlni Uc¢inek je vyjadfen nejvice
(Rambousek et al. 2014). V testu Laboras jsme testované latky (MA, S) zvifatim
aplikovali tésné pfed testovanim, abychom mohli sledovat rozvoj behavioralni
reakce v Case. V testu Morrisova vodniho bludist¢ (MWM) jsme testované latky
(MA, S) aplikovali kazdy den po ukonceni plavani, resp. v obdobi mezi testy v ten
samy Cas jako predeslé dny, abychom mohli sledovat vliv MA na konsolidaci
prostorové paméti a droga nenarusila motorickou schopnost plavani.

V testu Podminéného vyhledavani drogy (CPP) jsme aplikovali poloviné
zvitatim v kazdé aplikacni periodé MA v davce 5 mg/ml/kg. Nase ptedchozi
vysledky (Slamberova et al. 2011b) ukazaly, Ze davka 1 mg/ml/kg nevyvolava
preferenci drogy v testu CPP. Navic davka 5 mg/ml/kg odpovida koncentracim
v mozku u drogové zavislych lidi a opakovanym poddvanim vyvolavd vznik
drogové zavislosti (Rambousek et al. 2014; Slamberova et al. 2012; Slamberové
et al. 2011b). Druhé poloviné zvifat (kontrolni skupina) jsme aplikovali S s.c.
(1 ml/kg). Testované latky (MA, S) jsme podavali tésné pred testem, abychom
mohli vyvolat asociaci vzniku podmiflovaného odménovani a mista, kde postupné

nastupoval uc¢inek drogy.
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5.5 FAZE ESTRALNIHO CYKLU

Z mnohych predchéazejicich studii je znédmé, Ze pohlavni hormony
(estrogen) zvySuji senzitivitu na drogu. White et al. (2002) ve své studii
poukazuje na korelaci mezi i¢inkem MA a reprodukénim cyklem Zeny. Uéinky
drogy byly silngjsi v prubéhu folikularni faze v porovnani s fazi lutealni, citlivost
pozitivné korelovala se zvySenou hladinou estradiolu. Proto jsme v disertacni
praci také sledovali nejenom mozné pohlavni rozdily v t¢inku drogy na méfené

parametry, ale u samic také vliv sami¢ich pohlavnich hormoni.

Na zéklad¢ kolisani hladin estrogenu a progesteronu se méni zastoupeni
a pomér bunék v cytologickém vzorku (Obr. 5.3): ve fazi metestrus az diestrus
(M/D) je hladina estrogenu a progesteronu nizka, ve vzorku se nachazi cetné
leukocyty a velmi malo, nebo zddné zrohovatélé degenerované epitelialni buiiky;
ve fazi proestrus az estrus (P/E) je hladina pohlavnich hormonl nejvyssi,
ve vzorku se nenachazeji zadné, nebo jen velmi malo leukocytii a epitelidlni
bunky maji pravidelny kubicky tvar a tvofi vétSinu vzorku (Hubscher et al. 2005;
Marcondes et al. 2002; Simpson et al. 2012). U pohlavné intaktnich samic byl
tedy proveden vaginalni vyplach vZdy rano v den testu a pomoci svételného
mikroskopu (40 x zvétSeni) byla stanovena faze estralniho cyklu. Samice byly
poté v klecich pfeneseny do testovaci mistnosti a ponechany v klidu minimalné
po dobu jedné hodiny, aby se eliminoval u¢inek stresu z provedeni vaginalniho
vyplachu. Samice byly zatazeny do skupiny s fazi M/D nebo P/E a nésledné
testovana piislusnym testem. ProtoZe testovani jedné samice v testu Podminéného
vyhledavani drogy (CPP) trvalo nékolik dnti a samotny test mad vice fazi,

otestovali jsme samice z praktického diivodu bez ohledu na fazi estralniho cyklu.
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Obr. 5.3 Korelace kolisani hladin sami¢ich pohlavnich hormoni a zmén v cytologickém
vzorku v pribéhu estralniho cyklu. LH — luteinizaéni hormon; FSH - folikulostimulaéni
hormon. Upraveno podle Hubscher et al. (2005).

5.6 EXPERIMENTALNI SKUPINY

Utinky prenatalni, neonatalni a akutni aplikace MA jsme testovali, jak uz
bylo naznaceno vyse, na dospélych sam¢ich a samicich potomcich (PD 60-90).

U samci jsme na zakladé aplikaéni periody testovali 4 skupiny (ED 1-11,
ED 12-22, PD 1-11 neptima aplikace, PD 1-11 pfima aplikace). Kazdou z téchto

skupin jsme rozdélili na ptlku podle typu exponované latky (MA, S), ¢imZ jsme
dostali 8 skupin (ED 1-11 MA, ED 1-11 S; ED 12-22 MA, ED 12-22 S; PD 1-11
nepiiméa aplikace MA, PD 1-11 neptima aplikace S; PD 1-11 pfima aplikace MA,

PD 1-11 pfima aplikace S). Téchto osm skupin jsme nasledné rozdélili podle
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aplikace v dospélosti (MA, S), ¢imz jsme v kone¢ném dusledku dostali 16
testovacich skupin samcti (n=8 samcu, pro SIT n=8 parti samci) na jeden typ
behavioralniho testu.

U samic, co se tyCe testu, ve kterém nebyla zohlednéna faze estralniho
cyklu (CPP), probihalo postupné rozdéleni do skupin stejnym zplsobem jako
u samci. Dostali jsme tedy 16 testovacich skupin (n=10 samic) na jeden typ
behavioralniho testu. Stejné rozdéleni samic do skupin probéhlo v testu MWM,
fazi estralniho cyklu jsme =zohlednovali az ve statistické analyze
pii vyhodnocovani vysledki (n=8 samic). V jednodennich testech, ve kterych
jsme zohlediovali i fazi reprodukéniho cyklu pfi zafazeni do experimentélnich
skupin (Laboras, SIT) probihalo rozdéleni do 16 skupin stejné€, jako je uvedeno
vySe. V testé Laboras jsme téchto 16 skupin jesté rozdélili na polovinu fazi

estrdlniho cyklu (M/D, P/E), ¢imZz jsme dostali 32 skupin (n=10). V testu

Socialnich interakei (SIT) jsme také zohlediiovali fazi estralniho cyklu, rozdéleni
do skupin probihalo stejné jako v testu Laboras. Dostali jsme 32 skupin, ale s tim,
Ze protozZe se jedna o test vzajemnych interakci zvifat, byl pocéet tvofeny parem
zvitat (n=4 pary samic).

Pocty zvifat experimentalnich skupin pouzitych v jednotlivych

behavioralnich testech jsou zobrazeny v tabulkach ¢. 5.1, 5.2, 5.3, 5.4.
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Tab. 5.1 Pocet zvirat v jednotlivych experimentélnich skupinach v testu Podminéného
vyhledavani drogy (CPP) podle prenatélni/neonatéalni expozice (MA 5 mg/mi/kg, S 1 ml/kg,
»,sham*) a akutni aplikace v dospélosti (MA 5 mg/ml/kg, S 1 ml/kg). Pocet zvifat pouZzitych
v experimentu je 288.(MA 5 mg/ml/kg, S 1 ml/kg). Pocet zvifat pouzitych v experimentu je 288.

Prenatélni expozice Neonatélni expozice

Akutni aplikace ED 1-11 ED 12-22 PD 1-11 neptimo | PD 1-11 piimo
v dospélosti S MA S MA S MA S MA

S SIS MA/S SIS MA/S SIS MA/S SIS MA/S
3 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Q n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

MA SIMA  MA/MA| SIMA MA/MA| SIMA MA/MA| SIMA MA/MA

o) n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Q n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
pocet zvitat n=288

Tab. 5.2 Pocet zviFat v jednotlivych experimentalnich skupinéch v testu Socialnich interakci
podle prenatalni/neonatalni expozice (MA 5 mg/ml/kg, S1 mil/kg, ,,sham“) a akutni aplikace
v dospélosti (MA 1 mg/ml/kg, S 1 ml/kg). Pocet zvitat pouzitych v experimentu je 512.

Prenatalni expozice Neonatalni expozice
Akutni aplikace ED 1-11 ED 12-22 PD 1-11 neptimo | PD 1-11 pifmo
v dospélosti S MA S MA S MA S MA
S SIS MA/S SIS MA/S SIS MA/S S/S MA/S
3 n=8 part n=8 parli|n=8 pari n=8 parti| n=8 parti n=8 parl|n=8 pari n=8 part
Q M/D n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary
QP/E n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary
MA SIMA  MA/MA| SIMA MA/MA| SIMA MA/MA|[ SIMA MA/MA
IS n=8 part n=8 parli| n=8 pari n=8 parti| n=8 part n=8 pard|n=8 pari n=8 part
Q M/D n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary
Q P/E n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary|n=4 pary n=4 pary
pocet zvirat n=512
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Tab. 5.3 Pocet zvifat v jednotlivych experimentalnich skupinach v testu Laboras podle
prenatalni/neonatalni expozice (MA 5 mg/ml/kg, S1 ml/kg, ,sham*) a akutni aplikace
v dospélosti (MA 1 mg/ml/kg, S 1 ml/kg). Pocet zvifat pouZitych v experimentu je 448.

Prenatalni expozice

Neonatalni expozice

Akutni aplikace ED 1-11 ED 12-22 PD 1-11 nepiimo | PD 1-11 ptimo
v dospélosti S MA S MA S MA S MA
S SIS MAJ/S SIS MAJ/S SIS MAJ/S SIS MA/S
3 n=8 n=8 n=8 n=8 n=38 n=38 n=8 n=8
? M/D n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Q P/E n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
MA SIMA  MA/MA| SIMA MA/MA| SIMA MA/MA| SIMA MA/MA
3 n=8 n=8 n=8 n=38 n=38 n=38 n=38 n=38
Q@ M/D n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Q@ PE n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
pocet zvirat n=448

Tab. 5.4 Pocet zvifat v jednotlivych experimentalnich skupinach v testu Morrisova
vodniho bludisté (MWM) podle prenatalni/neonatalni expozice (MA 5 mg/ml/kg, S 1 ml/kg,
»,sham*) a akutni aplikace v dospélosti (MA 1 mg/ml/kg, S 1 ml/kg). Pocet zvifat pouzitych
v experimentu je 256.

Prenatalni expozice

Neonatalni expozice

Akutni aplikace ED 1-11 ED 12-22 PD 1-11 nepiimo | PD 1-11 piimo
v dospélosti S MA S MA S MA S MA

S SIS MA/S SIS MA/S S/S MA/S SIS MA/S
) n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Q n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

MA SIMA  MA/MA| SIMA MA/MA| SIMA MA/MA| SIMA MA/MA

3 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Q n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
pocet zvirat n=256

37



5.7 BEHAVIORALNI TESTY

Dospéli samci a samice byli testovani na aktivni vyhledavani drogy, na
socidlni chovani, lokomoci a explora¢ni chovani v neznamém prostiedi a také
jsme sledovali vliv MA na kognitivni funkce. Hodinu pied testovanim byla zvitata
premisténa do testovaci mistnosti, aby se aklimatizovala a minimalizoval se tak

vliv stresu z piesunu.

5.7.1 Test podminéného vyhledavani drogy (CPP)

Dospé€lé samce a samice jsme testovali na aktivni podminéné vyhledavani
drogy v modifikované aparatuie na zakladé studie Sanchez et al. (2003). CPP
aparatura (Obr. 5.4) je vytvoiena z plexiskla, kde centrdlni komora (neutralni
zona) (15 cm x 25 cm x 25 cm) a dvé postranni komory (25 cm x 25 cm x 25 cm)
jsou od sebe navzajem oddé€leny odstranitelnymi dviiky. Stény postrannich komor
jsou potazeny cerno-bilou Srafovanou tapetou (jedna komora s horizontalnimi
liniemi, druha komora s vertikalnimi). Neutralni komora je Seda.

CPP test probiha po dobu 10 dni za nizkych svételnych podminek. Sklada
se ze 3 fazi: pre-expozice, navykani (podminovani) ,,conditioning*‘, a vlastni CPP
test (Mueller and Stewart 2000; Slamberova et al. 2011b). Pre-expozice: prvni
den pokusu jsou zvifata (kazdé zvlast) podrobena jednomu testu bez aplikace
drogy. Zvite se umisti do centralni (neutrdlni) komory a dvefe zistanou béhem
tohoto 15-min pokusu oteviené. Sleduje se volny pohyb zvifete, zaznamenava se
volba komor, pocet vstupt do jednotlivych komor a ¢as straveny v konkrétni
komote. Tato data nam slouzi jako vychozi, urcuji zakladni, nepodminéné
preference zvitete. Podminovani: béhem faze navykani (8 dni) jsou zvitata kazdy
den umisténa stiidavé do jedné z komor (jeden den leva, druhy den prava komora)
a je jim tésn¢ pred vlozenim do komory aplikovan MA (5 mg/ml/kg) nebo S
(1 ml/kg). VZdy jedna z komor je asociovana s aplikaci drogy, druha s aplikaci S
(pro kazdou polovinu zvifat ze skupiny jinak). Zvitata stravi v postrannich
komorach vzdy 1 hodinu denné, pficemz dvitka do centralni komory jsou zaviena.
Polovina zvifat je tedy exponovana drogou v té samé komote 1., 3., 5. a 7. den
a v ostatni dny obdrzi S, ktery je aplikovan pied umisténim do druhé komory,
opatné jako komora, ve které prob&hlo asociovani s drogou. Druhd polovina

zvitat ze skupiny je exponovana droze 2., 4., 6., a 8. den. CPP test: probiha dva
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dny po poslednim z navykacich testi. Test ma stejny prub¢h jako test v prvni den
experimentu. Zvifatim pied samotnym testem neni aplikovana zadna latka. Zvife
umistime do centralni komory s otevienymi dviiky do postrannich komor, ¢imz
mu je umoznén volny pohyb. Po dobu 15 minut je zaznamenavan pocet vstupl
a délka pobytu v jednotlivych komorach. Na zakladé porovnani dat z prvniho
a posledniho dne testu zhodnotime, zda zvife vyhledavd vice komoru,

kde dostavalo drogu ¢i nikoliv.

Obr. 5.4 Test podminéného vyhledavani drogy.

5.7.2 Test socialnich interakci (SIT)

Pro testovani socialniho chovani jsme zvolili test podle File (1978)
(Obr. 5.5). Test byl koncipovan na tii po sobé nasledujici dny. Probiha za nizké
svételné intenzity piiblizné vten stejny c¢as. Prvni dva dny jsme zvifata
habituovali vlozenim do arény na 10 minut. Na tfeti den jsme zvifata v 6:00
separovali kazdé zvlast’ do laboratorni klece. Po dvou hodinach jsme postupné
vV 10-minutovych intervalech zacali vzdy jednomu paru testovanych zvitat
aplikovat latky. Dvé sobé neznama zvifata jsme sparovali na zdklad¢ stejného
pohlavi, piiblizné€ stejné hmotnosti, stejné aplikace a u samic taky na zékladé

stejné faze estralniho cyklu. Az do doby, kdy jsme zvifata vkladali do arény na
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SIT, byla separované po jednom v kleci. Po uplynuti 45 minut od aplikace jsme
vzdy vlozili dany par zvifat na 5 minut do arény a videokamerou jsme
zaznamenavali jejich vzajemné chovani. Videozaznam byl vyhodnocen pomoci
pocitatového programu ODLog (Macropod Software). Pozorovali jsme
vzajemnou interakci obou jedinci. Hodnocenymi parametry byly: a) aktivni

sociélni interakce - vzajemné o¢ichavani, genitalni o¢ichavani, $plhani, podlézani,

nasledovani; b) nesocialni aktivity — lokomoce, vztycovani.

Obr. 5. 5 Test socialnich interakci.

5.7.3 Test Laboras

Laboras (Metris B. V., Holandsko) (Obr. 5.6) je pln¢ automaticky systém
slouZici k dlouhodobému monitorovani chovani malych hlodavct (Schutova et
al. 2013). Umoznuje pocitacové vyhodnocovani pohybové aktivity laboratorniho
potkana v neznamém prostiedi, ale s domacimi podminkami (klec s vystelkou,
pitim a potravou). Zaiizeni sestava z prihledného akvaria (45 x 25 x 30 cm)
umisténého na specidlni podkladové ploSin€ propojené s pocitacem. Princip
vyhodnocovani spociva v rozezndvani pohybové aktivity potkana Laboras
softwarem na zéklad¢ vibraci registrovanych ploSinou, takze je mozné sledovat
nekolik druhti aktivit, jejich frekvenci, trvani a rychlost pohybu.

Test probiha za podminek nizké svételné intenzity, zvifata jsou vystavena
nezndmému prostiedi akvaria, nebot’ pfed testovanim nejsou zvirata habituovana

danému prostiedi. Tésné pred vlozenim zvifata do akvéria se aplikuje testovana
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latka (MA, S), zvife jsme umistili do akvaria a po dobu 1 hodiny zaznamenavali
jeho aktivitu. Vyhodnocovali jsme nésledujici parametry v 10-minutovych
intervalech: vzdalenost [m], ¢as straveny lokomoci [s], primérnou rychlost

pohybu [mm/s], Cas straveny vztyCovanim (exploracni chovani) [s].

Obr. 5.6 Test Laboras (Metris B.V., Holandsko).

5.7.4 Test Morrisova vodniho bludisté (MWM)

Kognitivni funkce (uceni a pamét) jsme u dospélych samct a samic
testovali v Morrisové vodnim bludisti (Morris Water Maze — MWM) (Obr. 5.7)
(Morris 1984; Stuchlik 2003). MWM je kruhovy bazén o praméru 2 m, naplnény
vodou (15 cm pod horni okraj bazénu) se stalou teplotou (18-20 °C). Na okraji
bazénu jsou oznaéeny 4 startovni pozice: (S) sever, (J) jih, (V) vychod, (Z) zapad,
které rozdéluji bazén na 4 kvadranty. V S-V kvadrantu je umistén ostrivek
z pruhledného plastu (13 cm v priméru) asi 1-2 cm pod vodni hladinou, aby byl
pro zvite neviditelny. V mistnosti, kde je bazén umistén, jsou na zdech kolem
MWM strategicky rozmistény rizné obrazky, které slouzi jako orienta¢ni body
pro navigaci zvifete a tvorbu prostorové mapy. Plavani potkanti je zaznamenano
automaticky za pomoci kamery umisténé nad bazénem a vyhodnocovano
programem EthoVision 10 (Noldus Information Technology, Holandsko).
Celkova doba testovani jednoho zvifete v MWM je 12 dni. Prvnich 6 dni probiha

test uceni, 8. den jsou zvifata testovana ,,probe” testem a na 12. den probiha test
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paméti. Béhem celého testu MWM (12 dnli) jsme zvifatim aplikovali MA
(1 mg/ml/kg) nebo S (1 ml/kg) kazdy den po skonceni testu a i v obdobi mezi
testy (Tab. 5.5).

Tab. 5.5 Kognitivni testy v MWM. Potkanovi byla aplikovana davka MA (1 mg/ml/kg) nebo
S (1 ml/kg) kazdy den po skonceni testu a i v obdobi mezi testy.

TEST UCENI . PROBE* PAMET
DEN 1 (2 (3 4|56 7 8 9 (10 |11 12
Aplikace /¢ 1 7 1 1 1 1 T T

v dospélosti

Obr. 5.7 Morrisovo vodni bludisté.

5.7.4.1 Uceni

V testu uceni se zvife v prubéhu 6 po sob& navazujicich dni ucilo nalézt
V co nejkratSim ¢asovém intervalu skryty ostrivek a zapamatovat si jeho polohu.
Pozice ostrivku byla béhem celého testu stejna. Kazdé zvife absolvovalo test
8 krat denné, ze 4 startovnich pozic v potadi S, J, V, Z, s opakovanym cyklem
(2 x). Maximalni limit pro nalezeni ostriivku byl 60 s. V ptipad¢, ze potkan béhem
Casového limitu ostrivek nenaSel, byl naveden na ostriivek manudlné. Mezi

plavanim z jednotlivych startovnich pozic bylo zvife ponechano na ostrivku
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po dobu 30 s, aby si zmapovalo prostiedi a vytvofilo tak prostorovou mapu

na orientaci a aby si také odpocalo a vysledky nebyly zkresleny jeho vyCerpanim.

5.7.4.2 Probe test

8. den byl u vsech testovanych zvifat proveden kontrolni ,,probe® test,
pomoci kterého jsme sledovali a ovefovali, zda se zvife opravdu naucilo polohu
skrytého ostrivku na zdklad€ vytvofeni kognitivni prostorové mapy. V tomto
testu byl na zacatku pied testovanim ostrivek odstranén z bazénu. Zvife bylo
vlozeno do MWM, kde voln¢ plavalo po dobu 60 s. Pokud si zvife lokalizaci
ostrivku pamatovalo, tak v cilovém kvadrantu stravilo vice Casu a nejCastéji

do tohoto kvadrantu vstupovalo.

5.7.4.3 Test pam¢éti

12. den testu MWM probihal test paméti, ve kterém jsme testovali
dlouhodobou pamét. Potkani méli za ukol v co nejkratSim ¢asovém limitu najit
skryty ostriivek. Pozice ostrivku byla béhem celého testu stejnd. Kazdé zvite
absolvovalo test 8 krat, ze 4 startovnich pozic v potadi S, J, V, Z, s opakovanym

cyklem (2 x). Maximalni limit pro nalezeni ostriivku byl 60 s.

5.7.4.4 Hodnocené parametry v testu MWM

V testu uceni a paméti byly hodnoceny nésledujici parametry: vzdalenost,
nez naslo zvife ostriivek [cm], chyba hledani — soucet pfimych vzdalenosti od
ostrivku namétenych opakované v pribéhu hledani (,,search error‘‘) [cm], Cas
(latence), za ktery zvite nalezlo ostriivek [s], rychlost plavani [cm/s]. Ve dnech 1,
3, 6 vtestu uceni a na 12. den v testu paméti jsme navic u testovanych zvirat

hodnotili i pouzité strategie hleddni ostrivku. Vyhodnoceni strategii probihalo

manualné, na zdklad¢ obrazového zaznamu v programu EthoVision, pfi¢emz jsme
vyuzili novou klasifikaci strategii na =zaklad¢ aktudlni verze programu
(EthoVision 10) (Janus 2004; Maculchova et al. 2017). Hodnoceny byly tyto
strategie (Obr. 5.8): tigmotaxe - pietrvavajici plavani podél okraje bazénu
s ojedinélym plavanim do stfedu a skenovani — neorganizované plavani v centru

bazénu a nahodné nalezeni ostravku.
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Obr. 5.8 Strategie hledani ostrivku v MWM béhem faze uceni a paméti. A. Tigmotaxe.
B. Skenovani.

V testu ,,probe” jsme sledovali tyto parametry: délka uplavane trajektorie
[cm], rychlost plavani [cm/s], poCet kiizeni plvodni polohy ostrivku, pocet
vstuptl a Cas straveny v kvadrantu, ve kterém byl ostriivek umistény, pocet vstupti
a Cas straveny v kvadrantu, ktery byl naproti kvadrantu, ve kterém byl ostriivek

umistény.

5.8 STATISTICKA ANALYZA DAT

Pii statistickém hodnoceni dat jsme nejdiive stanovili rozlozeni a rozptyl
dat v jednotlivych skupinach. Pokud bylo rozloZeni normalni (gaussovskeé), tj.
s rovnomérnymi rozptyly, byla data analyzovana pomoci parametrického testu pro
3 a vice skupin. Pouzili jsme vyhodnoceni pomoci Analyzy rozptylu (ANOVA)
s naslednym Bonferroniho post-hoc testem. Cetnost vyskytu jevu byla porovnana
pomoci Chi®-testu. Za signifikantni jsme povaZovali rozdily pokud p<0,05.

Data u testu ANOVA byla prezentovdna jako [F (N-1, n-N)=xxXX;
p<0,0x], kde F je hodnota testovaného kritéria, N-1 je stupen volnosti skupin, n-N
je stupen volnosti individualniho subjektu a p je hladina vyznamnosti.

Data u Chi?-testu byla prezentovéana jako Chi® = xx,xx, p<0,0x, kde Chi’ je
testovaci kritérium pro Chi?, p je hladina vyznamnosti.

V testu CPP jsme méfené parametry hodnotili 4-faktorovou ANOVOU
(Prenatalni/Neonatalni expozice x Komzuirka s nebo bez aplikace drogy x Pohlavi
X Aplikacni perioda) s opakovanym méfenim (Cas/Vstupy Pre-expozice test
a CPP test).

44



V testu sociélnich interakci (SIT) jsme ziskand data porovnavali
4-faktorovym ANOVA testem (Prenatélni/Neonatélni expozice x Aplikace
v dospélosti X Pohlavi/Féaze estralniho cyklu X Aplikacni perioda).

Vtestu Laboras jsme méfené parametry vyhodnocovali v 6
10-minutovych intervalech. Data jsme hodnotili 4-faktorovym ANOVA testem
(Prenatalni/Neonatélni expozice x Aplikace v dospélosti x Pohlavi/Faze
estralniho cyklu x Aplikacni perioda) s opakovanym méfenim (Interval).

V testu uéeni jsme pouZili na analyzu dat 4-faktorovy test ANOVA
(Prenatalni/Neonatélni expozice x Aplikace v dospélosti x Pohlavi/Faze
estralniho cyklu x Aplikacni perioda) s vicetiroviovym opakovanym méfenim
(Dny x Pokusy). ,,Probe* test jsme vyhodnocovali pomoci 4-faktoroveho
ANOVA testu (Prenatalni/Neonatalni expozice x Aplikace Vv dospélosti
x Pohlavi/Faze estréIniho cyklu X Aplikacni perioda). Pro vyhodnoceni testu
paméti jsme pouZili 4-faktorovy test ANOVA (Prenatélni/Neonatélni expozice
X Aplikace v dospelosti x Pohlavi/Faze estralniho cyklu x Aplikacni perioda)
s opakovanym méfenim (Pokusy).

Cetnost vyskytu pouzitych strategif jsme porovnali Chi®-testem.
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6 VYSLEDKY

6.1 TEST PODMINENEHO VYHLEDAVANi DROGY (CPP)

6.1.1 Vliv prenatalni expozice MA

Abychom mohli porovnat vliv prenatalni expozice MA na podminéné
vyhledavani drogy u dospélych samct a samic, analyzovali jsme post-hoc testem
pocet vstupt a Cas straveny v komoie, ve které¢ byla béhem podminovani
podavana droga. Statisticka analyza ukézala, Ze expozice MA bé&hem prvni
(ED 1-11) a druhé (ED 12-22) poloviny gravidity nema vliv na rozvoj drogové

zavislosti v dospélosti (Obr. 6.1).

6.1.2 VIiv neonatalni expozice MA

Jak je wvidét na obrazku 6.2 B, neonatdlni nepifima aplikace MA
prostiednictvim matefského mléka vedla u samcii ke snizeni Casu stravené¢ho
v komote asociované s aplikaci drogy béhem podminovanani [F (3,270)=6,77;
p<0,01]. Pfiméa neonatalni expozice MA neovlivnila aktivni vyhleddvani drogy

Vv dospélosti ani u samcti, ani u samic (6.2 C, D).

6.1.3 Vliv podminovani MA v dospélosti

Vysledky testu ukézaly, ze podminovani MA v dospélosti vedlo
k prodlouzeni Casu straveného v komote asociované s aplikaci drogy u zvifat
exponovanych béhem prvni poloviny gravidity [F (3,270)=5,15; p<0,05] (Obr. 6.1
B), u zvitfat exponovanych neonatalné prostednictvim nepiimé [F (3,270)=12,38;
p<0,001] (Obr. 6.2 B) a ptimé [F (3,270)=7,03; p<0,05] (Obr. 6.2 D) aplikace
MA.

6.1.4 Vliv pohlavi

Statistické analyzy odhalily mezipohlavni rozdily v ¢ase straveném
v komote asociované s aplikaci drogy béhem podminovani. U skupin zvifat
exponovanych b&éhem prvni poloviny gravidity (ED 1-11) [F (3,270)=11,03;
p<0,01] (Obr. 6.1 B) a béhem rané laktacni periody (PD 1-11, nepiima aplikace)
[F (3,270)=6,53; p<0,05] (Obr. 6.2 B) samci stravili vice ¢asu v téchto komorach

nez samice, a to bez ohledu na prenatalni nebo neonatalni expozici.
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Obr. 6.1 Vliv prenatalni expozice MA a S béhem prvni (ED 1-11) a druhé (ED 12-22) poloviny
gravidity na MA-podminéné vyhledavani drogy u dospélych samct a samic. Leva strana obrazku
(A, C) — pocet vstuptt do komory asociované s aplikaci drogy; prava strana obrazku (B, D) — ¢as
strdveny v komoie asociované s aplikaci drogy. Vysledky jsou prezentovany jako rozdily mezi
experimentalnim dnem 12 (CPP test) a experimentalnim dnem 1 (pre-expozice). Hodnoty jsou
praméry = SEM, n=8 samct, 10 samic. *p<0,05 preference komory asociované s aplikaci drogy

Vv dospélosti; ++p<0,01 samci vs. samice.
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vyhledavani drogy u dospélych samcti a samic. Leva strana obrazku (A, C) — pocet vstupt
do komory asociované s aplikaci drogy; prava strana obrazku (B, D) — ¢as straveny v komoie
asociované saplikaci drogy. Vysledky jsou prezentovany jako rozdily mezi experimentalnim
dnem 12 (CPP test) a experimentélnim dnem 1 (pre-expozice). Hodnoty jsou praméry + SEM, n=8
samct, 10 samic. ##p<0,01 neonatalni MA vs. S; *p<0,05, ***p<0,001 preference komory
asociované s aplikaci drogy v dospélosti; +p<0,05 samci vs. samice.
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6.1.5 Vliv aplikacni periody

Jednim z cilt prace bylo také zjistit, ktera z expozici vystavenych b&hem
raznych neuro-ontogenetickych stadii zvifat ma zasadnéjsi vliv na rozvoj drogové
zavislosti v dospélosti. Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 6.3 A, B jako
praméry jednotlivych aplikaénich period. Analyzy dat ukazaly, Zze zvifata
exponovana béhem PD 1-11 nepfimo prostfednictvim matetského mléka vice
vstupovala do komor asociovanych s aplikaci drogy [F (3,270)=3,25; p<0,05]
a také stravila v téchto komorach vice ¢asu [F (3,270)=9,59; p<0,05] nezZ zvitata

exponovana béhem jinych aplikac¢nich obdobi.

A B.
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Obr. 6.3 Vliv aplika¢ni periody na MA-podminéné vyhledavani drogy u dospélych samci
a samic. A — pocet vstupit do komory asociované s aplikaci drogy; B — ¢as straveny v komofie
asociované saplikaci drogy. Vysledky jsou prezentovany jako rozdily mezi experimentalnim
dnem 12 (CPP test) a experimentélnim dnem 1 (pre-expozice). Hodnoty jsou praméry + SEM, n=8
samcd, 10 samic. &p<0,05 PD 1-11 (nepfimo) vs. ostatni aplikacni periody.
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6.2 TEST SOCIALNICH INTERAKCI (SIT)

6.2.1 Socialni interakce
6.2.1.1 Vliv prenatélni expozice MA

Jak ukazuje obrazek 6.4 B, prenatalni MA podéavany béhem prvni poloviny
gravidity (ED 1-11) vedl u dospélych samci ke snizeni ¢asu strdveného
genitalnim ocichavanim [F (3,224)=3,98; p<0,05] v porovnani s kontrolni
skupinou. Expozice MA béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22) neovlivnila
socialni chovani dospé€lych zvitat (Obr. 6.5).
6.2.1.2 Vliv neonatalni expozice MA

Statistickd analyza neodhalila vliv neonatdlni nepifimé expozice MA
béhem PD 1-11 na socidlni interakce mezi dvéma potkany v dospé€losti (Obr. 6.6).
Hlavni ucinek neonatalni piimé aplikace MA mlad’atlim s.c. byl nalezen u samic
(Obr. 6.7). Tyto samice stravily méné Casu nasledovanim se v porovnani se

skupinou samic neonatalné¢ ovlivnénou fyziologickych roztokem [F (3,224)=1,21;

p<0,01] (E).

6.2.1.3 Vliv akutni aplikace MA v dospélosti

Vysledky analyz ukézaly, Ze akutni aplikace MA v dospélosti sniZuje
socialni aktivity 2 zvifat v porovnani s kontrolou.

Jak je znazornéno na Obr. 6.4, samci ovlivnéni béhem ED 1-11
po akutnim MA stravili méné Casu vziajemnym ocichavanim [F (3,224)=1,10;
p<0,05] (A), mén¢ Casu genitadlnim ocichdvanim [F (3,224)=3,98; p<0,01] (B)
a mén¢ Splhali jeden ptes druhého [F (3,224)=1,94; p<0,05] (C). Akutni MA snizil
také socidlni kontakt u samic ovlivnénych béhem stejné aplikacni periody (ED
1-11). Tyto samice se méné vzajemné ocichavaly [F (3,224)=1,10; p<0,01] (A)
a stravily mén¢ ¢asu genitalnim ocichavanim [F (3,224)=3,98; p<0,001] (B).

Hlavni ucinek akutniho MA se projevil také u skupiny zvitfat prenatalné
exponovanych béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22), (Obr. 6.5). U samct
MA podany Vv dospélosti zkratil Cas straveny vzajemnym ocichavanim
[F (3,224)=1,10; p<0,05] (A), genitalnim ocichavanim [F (3,224)=3,98; p<0,01]
(B) a Splhanim [F (3,224)=1,94; p<0,05]. Samice stravily po podani akutniho MA
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méng Casu vzajemnym ocichavanim [F (3,224)=3,98; p<0,01] (A) a nasledovanim
se [F (3,224)=1,21; p<0,05] (E).

U skupiny zvifat neonatalné neptimo exponovanych béhem PD 1-11 (Obr.
6.6) vedl akutni MA v dospélosti u samcti ke snizeni Casu stravené¢ho vzajemnym
ofichavanim [F (3,224)=1,10; p<0,01] (A) a genitdlnim ocichavanim
[F (3,224)=3,98; p<0,05] (B), u samic ke snizeni ¢asu strdvené¢ho genitalnim
oc¢ichavanim [F (3,224)=3,98; p<0,001] (B).

Akutni aplikace MA v dospé€losti indukuje také zmény v socialnim
chovani u zvitat exponovanych béhem PD 1-11 piimo s.c. (Obr. 6.7). U skupiny
samcli po akutnim MA klesl c¢as strdveny vzajemnym ocichavanim
[F (3,224)=1,10; p<0,05] (A), Splhanim [F (3,224)=1,94; p<0,05] (C)
a nasledovanim se [F (3,224)=1,21; p<0,05] (E). U samic Klesl ¢as straveny
Splhéanim [F (3,224)=1,94; p<0,01] (C). Navic byla u samic zjiS§téna interakce
mezi aplikaci v dospélosti a neonatalni expozici. Samice neonatalné ovlivnéné
MA po akutni aplikaci S stravily méné casu genitalnim ocichdvanim
[F (3,224)=3,98; p<0,001] (B) nez samice neonatalné ovlivnéné fyziologickym

roztokem.

6.2.1.4 Vliv pohlavi a faze estralniho cyklu

Statistické analyzy prokazaly mezipohlavni rozdily v socidlnim chovani
zvitat ze vSech aplika¢nich period.

Samice ovlivnéné béhem ED 1-11 (Obr. 6.4) stravily vice Casu genitalnim
oCichavanim nez samci [F (3,224)=3,98; p<0,001] (B).

Také u skupiny zvifat exponovanych béhem ED 12-22 (Obr. 6.5) samice
vyhledavaly kontakt té druhé vice v porovnani se samci: genitalni o¢ichavani
[F (3,224)=3,98; p<0,01] (B), nasledovani se [F (3,224)=1,21; p<0,05] (E).

U skupin zvifat ovlivnénych neonatalné nepiimo béhem PD 1-11 (Obr.
6.6) stravili samci vice ¢asu vzdjemnym ocichdvanim [F (3,224)=1,10; p<0,001]
(A) nez samice. Samice na druhou stranu strdvily vice casu genitalnim
ocichavanim [F (3,224)=3,98; p<0,05] (B) v porovnani se samci.

Samci s aplikaci béhem PD 1-11 piimo s.c. (Obr. 6.7) stravili vice Casu
vzajemnym ocichdvanim [F (3,224)=1,10; p<0,001] (A) nez samice. Samice
stravily zase vice c¢asu podlézanim se [F (3,224)=1,28; p<0,001] (D)
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a nasledovanim se [F (3,224)=1,21; p<0,001] (E) nez samci ze stejné aplikacni

periody.

Statistickd analyza ukazala vliv estrdlniho cyklu u samic neonatdlné
ovlivnénych MA prostednictvim matetského mléka (PD 1-11, nepiima aplikace).
Samice ve stadiu P/E stravily vice ¢asu podlézanim se [F (3,224)=1,28; p<0,05]
(Obr. 6.6 D) nez samice ve stadiu M/D.
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Obr. 6.4 Vliv prenatalni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi a estralniho cyklu na socialni
chovani dospélych samct a samic prenatalné ovlivnénych béhem ED 1-11. Hodnoty jsou praméry
+ SEM, n=8 part samcl, 4 pary samic pro jednotlivé faze estralniho cyklu. A. Vzijemné
oc¢ichavani. *p<0,05 akutni MA vs. akutni Su samct; **p<0,01 akutni MA vs. akutni S
u samic. B. Genitalni oCichavani. +p<0,05 prenatalni MA vs. prenatalni S u samct; **p<0,01
akutni MA vs. akutni S u samct; ***p<0,001 akutni MA vs. akutni S u samic; ~*p<0,001 samice

E. Néasledovani.

samci. C. Splhani. *p<0,05 akutni MA vs. akutni Su samci. D. Podlézani.
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Obr. 6.6 Vliv neonatalni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi a estralniho cyklu na socialni
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Obr. 6.7 Vliv neonatalni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi a estralniho cyklu na socialni
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praméry += SEM, n=8 part samctl, 4 pary samic pro jednotlivé faze estralniho cyklu. A. Vzéjemné
ocichavani. *p<0,05 akutni MA vs. akutni S u samct; ~p<0,01 samice vs. samci. B. Genitalni
o&ichavani. +++p<0,001 S/S vs. MA/S u samic. C. Splhani. *p<0,05 akutni MA vs. akutni S
u samcty, **p<0,01 akutni MA vs. akutni S u samic. D. Podlézéni. ~p<0,001 samice vs. samci.
E. Nésledovani. ++p<0,01 neonatalni S vs. neonatalni MA u samic; *p<0,05 akutni MA vs. akutni

S u samic; Mp<0,001 samice vs. samci.
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6.2.1.5 Vliv aplikac¢ni periody

Statistickd analyza ukézala signifikantné vyznamné rozdily v socidlnim
chovani zvifat exponovanych MA béhem rtznych neuro-ontogenetickych stadii
(Obr. 6.8).

Zvitata exponovana MA béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22)
a béhem rané laktacni periody nepfimo a pifimo (PD 1-11) stravila méné casu
vzajemnym ocichavanim [F (3,224)=4,81; p<0,01] (A) a Splhanim
[F (3,224)=9,82; p<0,001] (C) nez zvirata exponovana MA b&hem prvni poloviny
gravidity (ED 1-11). Zvifata exponovana MA béhem PD 1-11 nepiimo
prostiednictvim matefského mléka stravily méné casu genitdlnim ocichdvanim
V porovnani se skupinou zvifat exponovanych MA béhem ED 1-11
[F (3,224)=4,68; p<0,01] (B) a v porovnani se skupinou zvifat exponovanou MA
béhem PD 1-11 pifimo s.c. [F (3,224)=4,68; p<0,05] (B). Signifikantné vice casu
stravila zvifata ovlivnéna MA béhem PD 1-11 nepiimo prostiednictvim
matefského mléka podlézanim se [F (3,224)=13,61; p<0,001] (D)
a nasledovanim se [F (3,224)=77,62 p<0,001] vesrovnani se zvifaty
exponovanymi MA be&hem gestace (ED 1-11, ED 12-22) a béhem rané laktacni
periody piimo s.c. (PD 1-11).
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Obr. 6.8 Vliv prenatalni/neonatalni expozice MA na socialni chovani dospélych samcii a samic
v zavislosti na aplikaéni periodé béhem riznych neuro-ontogenetickych stadii. Hodnoty jsou
priméry prenatalni/neonatalni expozice MA bez ohledu na akutni aplikaci v dospélosti = SEM,
n=32 parl zvifat. A. Vzajemné o¢ichavani. B. Genitalni o¢ichavani. C. Splhani. D. Podlézani. E.
Nasledovani. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

57



6.2.2 Nesocialni aktivity
6.2.2.1 Vliv prenatalni expozice MA

Statisticka analyza odhalila MA-indukované zmény v motorické aktivité
dospélych samcii a samic prenatalné exponovanych drogou béhem prvni poloviny
gravidity (ED 1-11) (Obr. 6.9). Samci stravili méné c¢asu lokomoci
[F (3,224)=3,80; p<0,05] (A), samice stravily méné casu vztyCovanim
[F (3,224)=1,30; p<0,05] (B) vporovnani se skupinou zvifat prenatalné
ovlivnénou fyziologickym roztokem.

Vliv prenatalni expozice MA jsme také zjistili u samic ovlivnénych béhem
druhé poloviny gravidity (ED 12-22) (Obr. 6.9), které stravily méné cCasu
lokomoci [F (3,224)=3,80; p<0,01] (C) v porovnani s kontrolni skupinou samic.

6.2.2.2 Vliv neonatalni expozice MA
Jak je vidét na obrazku 6.10, vliv neonatalni expozice MA na nesocialni

aktivity zvifat se prokazal u samic ovlivnénych drogou pfimo s.c., tyto samice
stravily méné casu vztyGovanim [F (3,224)=1,30; p<0,05] (D) v porovnani
s kontrolni skupinou.
6.2.2.3 Vliv akutni aplikace MA v dospélosti

Signifikantné¢ vyznamny vliv akutni aplikace MA v dospélosti byl zjistén
u skupiny samci ovlivnénych béhem ED 12-22 (Obr. 6.9), kde aplikace drogy
vedla k prodlouzeni ¢asu straveného lokomoci [F (3,224)=1,83; p<0,05] (C).

Jak je zndzornéno na obrazku 6.10 C, akutni MA prodlouzil Cas straveny
lokomoci u samic ovlivnénych béhem PD 1-11 pfimo s.c. [F (3,224)=1,83;
p<0,01] v porovnani s aplikaci akutniho S.

6.2.2.4 Vliv pohlavi a faze estralniho cyklu

Mezipohlavni rozdily v motorické aktivité byly patrné u skupiny zvifat
exponovanych béhem prvni poloviny gravidity (ED 1-11) (Obr. 6.9), kde samci
stravili vice cCasu lokomoci [F (3,224)=6,16; p<0,05] (A) a vztyCovanim
[F (3,224)=26,14; p<0,05] (B) v porovnéni se samicemi ze stejné aplikacni
periody.

U skupiny zvifat exponovanych béhem druhé poloviny gravidity

(ED 12-22) (Obr. 6.9) byl nalezen rozdil mezi pohlavimi pouze v ¢ase straveném
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vzty¢ovanim [F (3,224)=26,14; p<0,001] (D), kde samice byly vice aktivni neZ
samci.

Ve skupiné samct a samic exponovanych béhem rané laktac¢ni periody
(PD 1-11) nepfimo prostfednictvim matefského mléka (Obr. 6.10) stravili samci
vice ¢asu lokomoci [F (3,224)=6,16; p<0,01] (A), na druhé stran¢ samice stravily
vice ¢asu vztyCovanim [F (3,224)=26,14; p<0,01] (B).

Samice exponované MA béhem PD 1-11 piimo s.c. (Obr. 6.10) stravily
vice Casu vztyCovanim [F (3,224)=26,14; p<0,01] (D) v porovnani s kontrolni

skupinou.

Statistickd analyza dat odhalila rozdily v motorické aktivité samic
exponovanych béhem PD 1-11 pfimo s.c. v zavislosti na fazi estralniho cyklu
(Obr. 6.10). Samice nachazejici se v proestru stravily vice ¢asu lokomoci nez
samice nachazejici se v diestru [F (3,224)=6,16; p<0,05] (C). Post-hoc test navic
ukézal interakci mezi neonatalni pfimou aplikaci, akutni aplikaci v dospé€losti
a estralnim cyklem. Skupina samic neonataln¢ ovlivnéna S s akutni aplikaci MA
(S/MA) nachazejici se v proestru stravila vice ¢asu lokomoci nez skupina samic se
stejnou aplikaci (S/MA) nachazejici se v diestru [F (3,224)=1,28; p<0,001] (Obr.
6.10 C).
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Obr. 6.9 Vliv prenatalni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi a estralniho cyklu
na motorickou aktivitu dospélych samct a samic prenatdlné ovlivnénych béhem ED 1-11
a ED 12-22. Hodnoty jsou pruméry £ SEM, n=8 parti samctli, 4 pary samic pro jednotlivé faze
estralniho cyklu. ED 1-11: A. Lokomoce. +p<0,05 prenatdlni S vs. prenatilni MA u samci;
"p<0,05 samice vs. samci. B. Vzty¢ovani. +p<0,05 prenatdlni S vs. prenatalni MA u samic;
p<0,05 samice vs. samci. ED 12-22: C. Lokomoce. ++p<0,01 prenatalni S vs. prenatalni MA
u samic; *p<0,05 akutni S vs. akutni MA u samcti. D. Vzty¢ovani. ~p<0,001 samice vs. samci.
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Obr. 6.10 Vliv neonatilni nepfimé a p¥imé expozice MA a S, akutni aplikace MA a S, vliv
pohlavi a estrdlniho cyklu na motorickou aktivitu dospélych samcti a samic neonatalné
ovlivnénych béhem PD 1-11. Hodnoty jsou praméry = SEM, n=8 pardi samci, 4 pary samic pro
jednotlivé faze estrédlniho cyklu. Nepiimo: A. Lokomoce. ~p<0,01 samice Vvs. samci.
B. Vzty€ovani. ~p<0,01 samice vs. samci. Ptimo: C. Lokomoce. #p<0,05 M/D vs. P/E u samic;
###p<0,001 SA/MA v M/D vs. SA/MA v P/E u samic. D. Vzty¢ovani. +p<0,05 neonatélni S vs.
neonatalni MA u samic; **p<0,01 akutni S vs. akutni MA u samic; *p<0,05 samice vs. samci.
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6.2.2.5 Vliv aplikac¢ni periody

Statistickd analyza dat neprokdzala signifikantné vyznamné rozdily v Case
straveném lokomoci v zavislosti na periodé aplikace béhem ruznych
neuro-ontogenetickych stadii vyvoje zvifat, b&hem kterych byla zvifata
exponovana MA. Na rozdil od druhého parametru nesocialnich aktivit, v case
straveném vztyCovanim, byly odhaleny rozdily mezi jednotlivymi aplika¢nimi
periodami po prenatalni/neonatalni expozici MA [F (3,224)=175,49; p<0,001]
(Obr. 6.11).
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30+ 120-
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Obr. 6.11 Vliv prenatalni/neonatalni expozice MA na nesocialni aktivity dospélych samcti
a samic v zavislosti na aplikaéni periodé béhem riznych neuro-ontogenetickych stadii. Hodnoty
jsou priaméry prenatalni/neonatalni expozice MA bez ohledu na akutni aplikaci v dospélosti
+ SEM, n=32 part zvifat. A. Lokomoce. B. Vzty¢ovani. ***p<0,001.
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6.3 TEST LABORAS

6.3.1 Vliv prenatélni expozice MA

Hlavni vliv prenatalni expozice MA béhem prvni poloviny gravidity (ED
1-11) (Obr. 6.12) byl nalezen u dospélych samic, které mély delsi trajektorii
pohybu [F (3,350)=5,00; p<0,05] (A), stravily méné¢ casu lokomoci
[F (3,350)=10,30; p<0,05] (B), pohybovaly se pomaleji [F (3,350)=4,95; p<0,05]
(C) a stravily mén¢ Casu vzty¢ovanim [F (3,350)=9,46; p<0,05] (D) v porovnani
se samicemi prenatalné ovlivnénymi fyziologickym roztokem (S).

Prenatalni expozice MA béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22)

(Obr. 6.12) neméla vliv na chovani dospélych samcti a samic v oteviené aréné.

6.3.2 Vliv neonatélni expozice MA

Statisticka analyza dat odhalila interakci nepfimé neonatalni expozice MA
(PD 1-11) a akutni aplikace MA v dospélosti u samic (Obr. 6.13 B). Tyto samice
(MA/MA) stravily vice ¢asu lokomoci [F (3,350)=6,16; p<0,01] v porovnani
s kontrolni skupinou samic se stejnou aplikaci v dospélosti (S/MA).

Interakce ptimé neonatalni expozice MA (PD 1-11) a akutni aplikace MA
Vv dospélosti (MA/MA) byla zase nalezena u dospélych samct (Obr. 6.13 H), ktefi
stravili vice ¢asu vztyCovanim [F (3,350)=12,94; p<0,01] v porovnani s kontrolni

skupinou samct po akutni davce drogy (S/MA).
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Obr. 6.12 Vliv prenatélni (ED 1-11, ED 12-22) a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na
chovani dospélych samcii a samic v testu Laboras. Hodnoty jsou pruméry + SEM, n=8 samcti, 20
samic (bez ohledu na fazi estralniho cyklu). Vysledky jsou prezentovany jako primérné hodnoty
Sest 10-minutovych intervald. ED 1-11: +p<0,05 prenatalni MA sniZil celkovou aktivitu
v oteviené aréné u samic v porovnani s prenatalnim S; *p<0,05; "p < 0.01 samice vs. samci. ED
12-22.
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Obr. 6.13 Vliv neonatalni (neptimo, ptimo) a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na chovani
dospélych samcl a samic v testu Laboras. Hodnoty jsou priméry + SEM, n=8 samct, 20 samic
(bez ohledu na fazi estralniho cyklu). Vysledky jsou prezentovany jako pramérné hodnoty Sest
10-minutovych intervalt. Neptimo: +p<0,05 MA/MA vs. S/IMA u samic; ~p<0,001 samice
vs. samci. P¥imo: ++p<0,01 MA/MA vs. S/MA u samct; ~p<0,001 samice vs. samci.

65



6.3.3 Vliv akutni davky MA v dospélosti

Statisticka analyza dat odhalila, Ze akutni aplikace MA v dospélosti vedla
vtestu Laboras ke zvySeni horizontalni a vertikdIni aktivity u vSech
experimentalnich skupin zvifat.

U skupiny zvitrat exponovanych béhem prvni poloviny gravidity (ED 1-11)
(Obr. 6.14): samice — vzdalenost [F (3,350)=68,99; p<0,001] (A), ¢as straveny
lokomoci [F (3,350)=177,21; p<0,001] (B), primérna rychlost [F (3,350)=68,99;
p<0,001] (C), ¢as straveny vztyCovanim [F (3,350)=315,94; p<0,001] (D); samci
— vzdalenost [F (3,350)=49,18; p<0,001] (A), cas straveny lokomoci
[F (3,350)=162,20; p<0,001] (B), praimérna rychlost [F (3,350)=23,64; p<0,001]
(C), ¢as straveny vztyCovanim [F (3,350)=46,12; p<0,001] (D).

Aktivita v Laboras testu byla zvySend po akutni aplikaci drogy také u
samic exponovanych béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22) (Obr. 6.14):
vzdalenost [F (3,350)=50,86; p<0,001] (E), cas straveny lokomoci [F
(3,350)=52,97; p<0,001] (F), praimérna rychlost [F (3,350)=64,12; p<0,001] (G),
Cas straveny vztyCovanim [F (3,350)=201,01; p<0,001] (H). Samci ze stejné
aplikacni periody po akutni davce drogy vykazovali delsi trajektorii pohybu [F
(3,350)=46,69; p<0,001] (E), delsi cas straveny lokomoci [F (3,350)=9,56;
p<0,01] (F), byli rychlejsi [F (3,350)=6,72; p<0,01] (G) a stravili vice casu
vztycovanim [F (3,350)=16,45; p<0,01] (H).

Aplikace akutni davky MA dospélym zviratim exponovanym béhem rané
lakta¢ni periody (PD 1-11) nepfimo prostfednictvim matefského mléka (Obr.
6.15) vedla ke zvySeni celkové motorické aktivity nejen u samic: vzdalenost
[F (3,350)=48,35; p<0,001] (A), cas straveny lokomoci [F (3,350)=69,96;
p<0,001] (B), primérna rychlost [F (3,350)=41,53; p<0,001] (C), cas straveny
vztyCovanim [F (3,350)=128,81; p<0,001] (D); ale také u samci: vzdalenost
[F (3,350)=20,09; p<0,001] (A), c¢as straveny lokomoci [F (3,350)=24,43;
p<0,001] (B), primérna rychlost [F (3,350)=20,09; p<0,001] (C), cas straveny
vztycovanim [F (3,350)=28,03; p<0,001] (D).

Hlavni uc¢inek aplikace drogy v dospélosti byl nalezen pro vSechny
parametry také u zvifat exponovanych neonatdlné¢ (PD 1-11) ptimo (Obr. 6.15):

samice - vzdalenost [F (3,350)=28,28; p<0,001] (E), ¢as straveny lokomoci
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[F (3,350)=54,56; p<0,001] (F), primérna rychlost [F (3,350)=27,89; p<0,001]
(G), cas straveny vztyCovanim [F (3,350)=93,01; p<0,001] (H); samci
- vzdélenost [F (3,350)=19,47; p<0,001] (E), cas straveny lokomoci
[F (3,350)=36,08; p<0,001] (F), primérna rychlost [F (3,350)=19,47; p<0,001]
(G).

6.3.4 Vliv pohlavi a faze estralniho cyklu

Pii zohlednéni vlivu pohlavi a faze estradlniho cyklu u samic statisticka
analyza dat odhalila mezipohlavni rozdily v chovani zvifat v oteviené aréné.
Samice exponované béhem prvni poloviny gravidity (ED 1-11) (Obr. 6.12) byly
aktivnéj$i v porovnani se samci: vzdalenost [F (3,350)=6,68; p<0,05] (A),
pramérnd rychlost [F (3,350)=6,69; p<0,05] (C), ¢as straveny vztyCovanim
[F (3,350)=11,38; p<0,01] (D). Interakce pohlavi a akutni aplikace MA byla
prokazana u samic (Obr. 6.14), které vykazovaly delSi trajektorii pohybu
[F (3,350)=7,14; p<0,001] (A), byly rychlejsi [F (3,350)=8,16; p<0,01] (C)
a stravily vice ¢asu vztyCovanim [F (3,350)=5,07; p<0,001] (D) nez samci po
akutni davce MA.

Mezipohlavni rozdily v ramci zvySené aktivity zvifat po akutni davce
drogy se ukazaly i u zvifat exponovanych v dalSim obdobi gestace (ED 12-22)
(Obr. 6.14). Samice po akutni aplikaci MA byly rychlejsi [F (3,350)=11,07;
p<0,01] (G) a stravily vice ¢asu vzty¢ovanim [F (3,350)=9,29; p<0,001] (H) nez
samci po akutni aplikaci MA. Na druhé stran¢ samci po akutni aplikaci S stravili
vice casu lokomoci [F (3,350)=45,78; p<0,001] (F) a vztyCovanim
[F (3,350)=41,12; p<0,001] (H) nez samice po akutni aplikaci S.

U skupiny zvifat exponovanych béhem rané lakta¢ni periody neptimo (PD
1-11) (Obr. 6.13) byl zjistén vliv pohlavi u vSech métenych parametrd, kde
samice byly aktivnéjsi nez samci: vzdalenost [F (3,350)=15,62; p<0,001] (A), Cas
straveny lokomoci [F (3,350)=3,59; p<0,01] (B), pramérna rychlost
[F (3,350)=15,82; p<0,001] (C), €as straveny vztyCovanim [F (3,350)=2,55;
p<0,001] (D). Déle byly pozorovany interakce pohlavi a akutni aplikace MA
v dospélosti, kde samice po akutnim MA byly aktivnéj$i nez samci po akutnim

MA (Obr. 6.15): vzdalenost [F (3,350)=11,8; p<0,001] (A), ¢as straveny lokomoci
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[F (3,350)=8,99; p<0,001] (B), primé&rna rychlost [F (3,350)=17,37; p<0,001] (C),
Cas straveny vztyCovanim [F (3,350)=24,7; p<0,001] (D).

Vliv pohlavi byl odhalen také u skupiny zvitat exponovanych béhem PD
1-11 ptimo (Obr. 6.13), samice byly aktivnéjs$i v testu Laboras v porovnani se
samci: vzdalenost [F (3,350)=29,86; p<0,001] (E), Cas straveny lokomoci
[F (3,350)=20,03; p<0,001] (F), primérna rychlost [F (3,350)=29,87; p<0,001]
(G), Cas straveny vztyCovanim [F (3,350)=76,61; p<0,001] (H). Pro vSechny
parametry byla rovnéz zjiSténa interakce mezi pohlavim a akutni aplikaci drogy
Vv dosp¢losti. Jak lze vidét na obrazku 6.15, samice po akutni aplikaci MA byly
aktivngj$i nez samci po akutni aplikaci MA: vzdalenost [F (3,350)=14,12;
p<0,001] (E), ¢as straveny lokomoci [F (3,350)=12,12; p<0,001] (F), primérna
rychlost [F (3,350)=21,59; p<0,001] (G), cas straveny vztyCovanim
[F (3,350)=37,18; p<0,001] (H).

Statisticka analyza neprokazala vliv estralniho cyklu na zmény chovani
u samic v testu Laboras, proto jsme se rozhodli dany faktor nezahrnout do

obrazka.
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Obr. 6.14 Vliv akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na chovani dospélych samcii a samic v testu
Laboras prenataln¢ ovlivnénych béhem ED 1-11 a ED 12-22. Hodnoty jsou pruméry = SEM, n=8
samci, 20 samic (bez ohledu na fazi estralniho cyklu). Vysledky jsou prezentovany jako primérné
hodnoty v jednotlivych Sesti 10-minutovych intervalech. ED 1-11: ***p<0,001 akutni MA vs.
akutni S; ~p<0,01; ""p<0,001 akutni MA u samic vs. akutni MA u samci. ED 12-22:
**p<0,01; ***p<0,001 akutni MA vs. akutni S; "p<0,01; *"p<0,001 akutni MA u samic vs.

akutni MA u samcu.
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Obr. 6.15 Vliv akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na chovani dospélych samcti a samic v testu
Laboras neonataln¢ ovlivnénych béhem PD 1-11 (nepifimo/ptimo). Hodnoty jsou pruméry + SEM,
n=8 samcil, 20 samic (bez ohledu na fazi estralniho cyklu). Vysledky jsou prezentovany jako
pramémé hodnoty v jednotlivych Sesti 10-minutovych intervalech. Nepiimo: ***p<0,001 akutni
MA vs. akutni S; “p<0,001 akutni MA u samic vs. akutni MA u samci. Piimo: ***p<0,001
akutni MA vs. akutni S; “p<0,001 akutni MA u samic vs. akutni MA u samc.
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4.3.5 Vliv aplika¢ni periody

Jak je zobrazeno na obrazku 6.16, u skupiny samct ovlivnénych MA
béhem prvni poloviny gravidity (ED 1-11) a skupiny samcii ovlivnénych MA
béhem rané lakta¢ni periody (PD 1-11, nepfimo a piimo), vedla prenatalni
a neonatalni expozice drogou k vyrazné redukci horizontalni motorické aktivity:
vzdalenost [F (3,350)=6,96; p<0,01] (A), Cas straveny lokomoci [F (3,350)=3,04;
p<0,05] (B), pramérna rychlost [F (3,350)=6,97; p<0,05] (C); a k posileni
vertikalni exploracni aktivity: Cas straveny vztyCovanim [F (3,350)=10,13;
p<0,001] (D) v porovnani se skupinou samcii prenataln¢ ovlivnénou drogou
béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22). Statistickd analyza dat neodhalila
vyznamné rozdily ve zméné chovani samic po prenatalni/neonatalni expozici MA
Vv zavislosti na period¢ aplikace béhem ruznych neuro-vyvojovych stadii. Analyza

dat neprokézala interakci pohlavi, akutni aplikace MA a periody aplikace.
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Obr. 6.16 Vliv aplikaéni periody na chovani dospélych samcti a samic v testu Laboras prenatalné
a neonatalné ovlivnénych béhem riznych neuro-ontogenetickych stadii. Hodnoty jsou praméry
prenatalni a neonatalni MA expozice + SEM, n=16 samcti, 40 samic (bez ohledu na fazi estralniho
cyklu). Vysledky jsou prezentovany jako primérné hodnoty Sest 10-minutovych intervald.
#p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 samci prenatilné exponovani MA béhem ED 12-22 vs. samci
prenataln¢ exponovani béhem ED 1-11 a samci neonatalné exponovani béhem PD 1-11 (nepiimo
a pfimo).
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6.4 TEST MORRISOVA VODNIHO BLUDISTE (MWM)

6.4.1 Uceni
6.4.1.1 Vliv prenatélni expozice MA

Jak je zndzornéno na obrazku 6.17 (A-D), prenatalni expozice MA béhem
prvni poloviny gestace (ED 1-11) neovlivnila proces u¢eni u samct v dospélosti.
U samic exponovanych béhem stejného stadia neuro-ontogeneze (ED 1-11) vedla
expozice drogou ke zvySeni chyby hledani [F (5,280)=7,06; p<0,05] (Obr. 6.17 B)
a k prodlouZeni latence k nalezeni ostrivku [F (5,280)=4,50; p<0,05] (Obr. 6.17
C). Prenatélni expozice drogou vedla ke zpomaleni procesu uceni u samic, kterym
byl v dospélosti podavan fyziologicky roztok, nikoliv u samic s aplikaci MA.

Prenatalni expozice MA béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22)
(Obr. 6.17 E-H) nem¢la vliv na prostorové uceni dospélych samci. U samic
ze stejné aplikacni periody vedla prenatalni expozice MA ke zkraceni uplavané
vzdalenosti ke skrytému ostravku [F (5,280)=5,04; p<0,05] (Obr. 6.17 E)
V porovnani se skupinou samic ovlivnénych fyziologickym roztokem bez ohledu

na akutni aplikaci v dospélosti.

6.4.1.2 Vliv neonatélni expozice MA

Neonatalni nepfima aplikace MA (PD 1-11) prostiednictvim matefského
mléka vedla u samct v dospélosti k prodlouzeni uplavané vzdalenosti
ke skrytému ostrivku v porovnani s kontrolni skupinou [F (5,280)=8,21; p<0,01]
(Obr. 6.18 A). U samic se projevil negativni ¢inek neonatalni nepiimé expozice
MA v prodlouzeni chyby hledani [F (5,280)=7,08; p<0,05] (Obr. 6.18 B)
a v prodlouzeni latence [F (5,280)=6,34; p<0,05] (Obr. 6.18 C) v porovnani
s kontrolni skupinou.

Neonatalni pfima expozice MA s.c. béhem PD 1-11 vedla i u samcii i u
samic k prodlouZeni chyby hledani a latence (Obr. 6.18): samci — chyba hledani
[F (5,280)=4,28; p<0,05] (F), latence [F (5,280)=3,28; p<0,05] (G); samice
— chyba hledéani [F (5,280)=5,10; p<0,05] (F), latence [F (5,280)=5,11; p<0,05]
(G).
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6.4.1.3 Vliv akutni davky MA v dospélosti

Akutni aplikace MA vedla ke zvySeni rychlosti plavani u samci ze
skupiny ovlivnéné béhem ED 1-11 [F (5,280)=4,05; p<0,01] (Obr. 6.17 D)
v porovnani s kontrolni skupinou bez ohledu na prenatalni expozici. Akutni
aplikace drogy neovlivnila proces uc¢eni u samic (Obr. 6.17).

Akutni aplikace MA vedla u samcii exponovanych prenatalné MA béhem
ED 12-22 (MA/MA) ke zvyseni rychlosti plavani v porovnani se skupinou samct
ovlivnénych akutné¢ S (MA/S) [F (5,280)=6,14; p<0,01] (Obr. 6.17 H). Proces
uceni nebyl u samic exponovanych béhem ED 12-22 ovlivnén akutni aplikaci
MA.

Aplikace akutni davky MA dospélym zvifatim exponovanych béhem rané
lakta¢ni periody (PD 1-11) nepfimo prostfednictvim matefského mléka (Obr.
6.18) vedla u samci ke zvySeni rychlosti plavani bez ohledu na neonatélni
expozici
[F (5,280)=5,09; p<0,05] (D). U samic akutni aplikace MA nem¢la vliv na proces
uceni.

Statistickd analyza neodhalila vliv akutni aplikace MA v dospélosti
na proces uceni u skupiny samcti ovlivnénych neonatdlné¢ béhem PD 1-11 piimo
s.c. (Obr. 6.18). U samic ze stejné aplikacni skupiny akutni aplikace MA snizila
délku uplavané trajektorie ke skrytému ostrivku, ale jen u skupiny samic
neonatalné ovlivnénych drogou (MA/MA vs. MA/S) [F (5,280)=4,22; p<0,05]
(Obr. 6.18 E).

6.4.1.4 Vliv pohlavi a faze estralniho cyklu

U skupiny zvitat exponovanych béhem prvni poloviny gravidity (ED 1-11)
statisticka analyza odhalila mezipohlavni rozdily v rychlosti plavani. Samice
celkové dosahovaly vyssi rychlost plavani nez samci [F (5,280)=19,86; p<0,001]
(Obr. 6.17 D). U stejné skupiny zvitat se prokazala také interakce pohlavi a akutni
aplikace; samice byly rychlejsi po akutni aplikaci S [F (5,280)=4,42; p<0,001]
(Obr. 6.17 D), akutni aplikace MA zvysila rychlost plavani jak u samic, tak
u samcu.

Mezipohlavni rozdily vramci zvySené aktivity u samic v porovnani

se samci byly patrné také u skupiny zvifat exponovanych béhem druhé poloviny
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gravidity (ED 12-22) (Obr. 6.17): samice uplavaly deli vzdalenost
[F (5,280)=21,82; p<0,001] (E), vykazovaly vys§i chybu hledani
[F (5,280)=22,63; p<0,001] (F), delsi latenci [F (5,280)=19,16; p<0,001] (G),
rychlost plavani [F (5,280)=5,00; p<0,05] bez ohledu na prenatalni ¢i akutni
aplikaci.

Pii zohlednéni vlivu pohlavi statistickd analyza odhalila mezipohlavni
rozdil v rychlosti plavani u skupiny zvifat exponovanych béhem rané laktac¢ni
periody (PD 1-11) nepfimo prostfednictvim matefského mléka. Samice
bez ohledu na neonatalni ¢i akutni 1é¢bu plavaly rychleji v testu uceni nez samci
[F (5,280)=7,43; p<0,01] (Obr. 6.18 D).

U skupiny zvifat exponovanych ptimo s.c. béhem PD 1-11 (Obr. 6.18)
byly prokdzané mezipohlavni rozdily v uplavané vzdalenosti [F (5,280)=45,38;
p<0,001] (E), chyb& hledani [F (5,280)=60,48; p<0,001] (F) a Ilatence
[F (5,280)=49,45; p<0,001] (G), kde samice dosahovaly vysSich hodnot nez
samci, a to bez ohledu na neonatadlni ¢i akutni aplikaci. Statistickd analyza
odhalila interakci neonatalni expozice MA a pohlavi, vyraznéjsi negativni dopad
na proces uceni byl patrny u samic v porovnani s vlivem neonatalni expozice MA
u samci: chyba hledani [F (5,280)=12,31; p<0,01] (F), latence [F (5,280)=41,28;
p<0,001] (G).

Statistickd analyza neprokdzala vliv estrdlniho cyklu na proces uceni

u samic, proto jsme dany faktor nezahrnuli do obréazk.
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Obr. 6.17 Vliv prenatalni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na proces u¢eni béhem prvni
faze MWM (6 dni) u dospélych samcii a samic prenatalné ovlivnénych béhem ED 1-11
a ED 12-22. Hodnoty jsou praméry + SEM, n=8. ED 1-11: A. Vzdalenost. B. Chyba hledani.
C. Latence. D. Rychlost plavani. +p<0,05 prenatalni MA (MA/S vs. S/S); **p<0,01 akutni MA vs.
akutni S; ""p<0,001 samice vs. samci. ED 12-22: E. Vzdalenost. F. Chyba hledani. G. Latence.
H. Rychlost plavani. **p<0,01 akutni MA vs. akutni S (MA/MA vs. MA/S); ~p<0,05, “"p<0,001
samice vs. samci.
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Obr. 6.18 Vliv neonatdlni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na proces u¢eni béhem prvni
faze MWM (6 dni) u dospélych samcl a samic neonatalné ovlivnénych béhem PD 1-11 nep¥imo
a primo. Hodnoty jsou pruméry + SEM, n=8. PD 1-11 nepfimo: A. Vzdalenost. B. Chyba hledani.
C. Latence. D. Rychlost plavani. +p<0,05, +p<0,01 neonatalni MA; *p<0,05 akutni MA vs. akutni
S; Mp<0,01 samice vs. samci. PD 1-11 ptimo: E. Vzdélenost. F. Chyba hledani. G. Latence.
H. Rychlost plavani. +p<0,01 neonatalni MA,; ##p<0,01, ###p<0,001 interakce neonatalni MA vs.
pohlavi; *p<0,05 akutni MA vs. akutni S; ~*p<0,001 samice vs. samci.
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6.4.1.5 Vliv aplikaéni periody

Statistickd analyza odhalila signifikantn¢ vyznamné rozdily v procesu
uceni po prenatalni/neonatalni expozici MA v zavislosti na aplika¢ni periodé
béhem jednotlivych neuro-ontogenetickych stadii (Obr. 6.19).

Nejvyznamnégj$i negativni dopad méla expozice drogou béhem rané
lakta¢ni periody pfimou aplikaci s.c.: vzdalenost [F (5,280)=3,20; p<0,01] (A);
chyba hledani [F (5,280)=5,14; p<0,05], [F (5,280)=5,14; p<0,01] (B); latence
[F (5,280)=2,72; p<0,001], [F (5,280)=5,14; p<0,05] (C). V ramci porovnani vlivu
prenatalni/neonatélni expozice MA na rychlost plavani (D) vedla prenatélni
expozice MA béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22) [F (5,280)=7,94;
p<0,01] a neonatalni expozice MA béhem PD 1-11 piimo s.c. [F (5,280)=7,94;
p<0,05] k vyrazn&jSimu poklesu rychlosti plavani v porovnani sexpozici MA

béhem prvni poloviny gravidity (ED 1-11) a béhem PD 1-11 nepiimo matefskym

mlékem.
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Obr. 6.19 Vliv prenatalni/neonatalni expozice MA na proces uceni v zavislosti na aplikaéni
periodé béhem jednotlivych neuro-ontogenetickych stadii. Hodnoty jsou praméry
prenatalni/neonatalni expozice MA bez ohledu na akutni aplikaci v dospélosti = SEM, n=32.
A. Vzdalenost. B. Chyba hledani. C. Latence. D. Rychlost plavani. +p<0,05, ++p<0,01,
+++p<0,001.
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6.4.2 Probe test
6.4.2.1 Vliv prenatalni expozice MA

Prenatalni expozice MA béhem PD 1-11 neméla vliv na probe test u samcii
testovanych v dospélosti. Prenatalni MA aplikovan bé&hem stejné aplikaéni
periody (ED 1-11) vedl u samic k prodlouzeni latence [F (3,224)=5,65; p<0,05]
Vv porovnani s kontrolni skupinou samic.

U skupiny zvifat exponovanych béhem druhé poloviny gravidity
(ED 12-22) statistickd analyza dat odhalila interakci prenatalni expozice a akutni
aplikace v probe testu. Samci po prenatélni expozici MA a akutni aplikaci
S (MA/S) uplavali kratSi vzdalenost [F (3,224)=4,98; p<0,05] a plavali rychleji
[F (3,224)=4,95; p<0,05] (Tab. 6.1) v porovnani s kontrolni skupinou samcu
(S/S). Prenatdlni expozice MA béhem ED 12-22 neméla vliv na zadny

Z testovanych parametrti probe testu u samic v dospélosti.

6.4.2.2 Vliv neonatélni expozice MA
Neonatalni expozice MA béhem rané laktacni periody (PD 1-11) nepfimo
prostiednictvim matefského mléka a také piimo s.c. neovlivnila probe test ani

u samcu ani u samic v dospélosti.

6.4.2.3 Vliv akutni aplikace MA v dospélosti

Akutni aplikace MA neméla vliv na zadny z testovanych parametr probe
testu u samcll a samic prenatdlné exponovanych béhem prvni poloviny gravidity
(ED 1-11).

Akutni aplikace drogy neovlivnila probe test u samci ze skupiny zvifat
prenatalné exponovanych béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22), na rozdil
od samic ze stejné aplikacni periody, u kterych byla patrna interakce prenatlni
expozice MA a akutni aplikace MA. Samice MA/MA dosahovaly delSi latence
[F (3,224)=5,32; p<0,05] v porovnani se samicemi MA/S.

U skupiny zvifat exponovanych béhem rané laktacni periody (PD 1-11)
nepiimo prostiednictvim matefského mléka vedla akutni aplikace drogy k zvySeni
rychlosti plavani u samcu [F (3,224)=13,82; p<0,001] bez ohledu na neonatalni
expozici (Tab. 6.1).
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Statistickd analyza dat probe testu ze skupiny zvifat exponovanych béhem
PD 1-11 pfimo s.c. odhalila interakci neonatalni expozice MA a akutni aplikace
MA u samct i u samic: samci MA/MA dosahovali delsi latence [F (3,224)=4,37;
p<0,05], samice MA/MA uplavaly delSi vzdalenosti [F (3,224)=10,75; p<0,01]

Vv porovnani se skupinami MA/S.

6.4.2.4 Vliv pohlavi a faze estralniho cyklu

V ramci porovnani mezipohlavnich rozdild v probe testu odhalila
statisticka analyza signifikantn¢ vyznamné rozdily v rychlosti plavani u v3ech
skupin zvifat exponovanych béhem riznych neuro-ontogenetickych stadii vyvoje.
Samice ze vSech aplikacnich period dosahovaly vyssi rychlosti plavani nez samci
bez ohledu na prenatalni/neonatalni ¢i akutni aplikaci [F (3,224)=3,68; p<0,05].

Hodnoty jsou zobrazeny v tabulce 6.1.

Statisticka analyza neprokézala vliv estralniho cyklu u samic na parametry

v probe testu, proto jsme dany faktor nezahrnuli do tabulky.

Tabulka 6.1 Vliv prenatalni/neonatalni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na rychlost
plavani (cm/s) v probe testu u dospélych samcii a samic exponovanych béhem jednotlivych stadii
neuro-ontogenetického vyvoje. Hodnoty jsou priméry =SEM, n=8. +p<0,05 MA/S vs. S/S;
***p<0,001 akutni MA vs. akutni S; *p<0,05 samice vs. samci; #p<0,05 ED 12-22 vs. PD 1-11

nepiimo.
aplika¢ni perioda pohlavi SIS SIMA MA/S MA/MA
a8 24,48+1,55 27,83+1,47 27,81+1,00 + 29,02+1,76
ED 1-11
N 26,42+1,69 29,17+1,92 30,17+1,43 31,08+1,17
a8 27,47+1,64 26,04+1,64 22,20+1,64 28,66+1,64
ED 12-22 #
N 29,11+1,12 30,08+1,37 29,14+1,29 30,92+1,15
g 3 2114142 2881+1,78%*F* 2377114 2g74x105F**
Nl
(=9
— L N
pa = Q 27,42+1,65 31,60+1,64 27,54+1,64 31,42+1,64
—
a
o g a 26,29+1,62 27,41+1,62 26,91+1,37 28,80+1,12
i
N 32,00+1,64 30,38+1,64 28,20+1,64 30,41+1,64
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6.4.2.5 Vliv aplikaéni periody

Statisticka analyza odhalila interakci prenatalni/neonatélni expozici MA
a aplikacni periody na rychlost plavani zvifat v dospélosti. Zvifata exponovana
MA béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22) dosahovala nizsi rychlost
plavani nez zvifata exponovana béhem rané laktacni periody (PD 1-11) neptimo
prostfednictvim matefského mléka [F (3,224)=3,33; p<0,05] (Tab. 6.1). Statisticka
analyza dat neodhalila dalsi signifikantné¢ vyznamné rozdily v parametrech probe
testu vzhledem na prenatalni/neonatalni expozici MA béhem jednotlivych

aplikac¢nich period.

6.4.3 Test paméti
6.4.3.1 Vliv prenatalni expozice MA

Prenatalni expozice MA bé€hem prvni poloviny gravidity (ED 1-11)
(Obr. 6.20) neméla vliv na test paméti samcl testovanych v dospé€losti. U samic
vedla prenatalni expozice drogou b&éhem stejné aplikacni periody (ED 1-11)
k prodlouzZeni uplavané vzdalenosti [F (3,208)=5,86; p<0,05] (A) a k prodlouZeni
latence [F (3,208)=4,21; p<0,05] (C).

U skupiny samcti exponovanych béhem druhé poloviny gesta¢niho obdobi
(ED 12-22) (Obr. 6.20) vedla prenatélni expozice MA ke zkréaceni uplavané
vzdalenosti ke skrytému ostravku [F (3,208)=4,04; p<0,05] (E) v porovnani
s kontrolni skupinou. U skupiny samic ze stejné aplikacni periody nedoslo

po prenatalni expozici MA Kk vyraznym zménam v testu paméti.

6.4.3.2 Vliv neonatalni expozice MA

Neonatalni expozice MA béhem rané lakta¢ni periody (PD 1-11) neptimo
prostiednictvim matetfského mléka neméla vliv na test paméti ani u samcut ani
u samic v dosp¢losti (Obr. 6.21).

Neonatalni expozice MA béhem rané lakta¢ni periody (PD 1-11) (Obr.
6.21) aplikovand pfimo s.c. neovlivnila test paméti u samcli v dospélosti.
Statistickd analyza odhalila signifikantn€ vyznamné rozdily v testu paméti
u dospélych samic po pfimé neonatalni expozici drogou béhem PD 1-11, kde

samice proplavaly delSi vzdalenost [F (3,208)=5,74; p<0,05] (E), potfebovaly vice
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Casu, nez skryty ostrtivek nasly [F (3,208)=11,94; p<0,01] (G) a plavaly pomaleji
[F (3,208)=6,16; p<0,05] (H) v porovnani s kontrolou.

6.4.3.3 Vliv akutni davky MA v dospélosti

Akutni aplikace MA béhem testu MWM neméla vliv na test pameéti
u skupiny zvifat exponovanych béhem ED 1-11 (Obr. 6.20).

Statisticka analyza odhalila interakci prenatalni expozice a akutni aplikace
v dospé€losti u samcti exponovanych béhem ED 12-22 (Obr. 6.20). Samci
po prenatalni expozici S a akutni aplikaci MA (S/MA) uplavali kratsi vzdalenost
[F (3,208)=7,42; p<0,01] (E), m¢li kratsi chyby hledani [F (3,208)=2,72; p<0,05]
(F) a potiebovali méné Casu k nalezeni skrytého ostrivku [F (3,208)=4,12;
p<0,05] (G) v porovnani s kontrolni skupinou samcu (S/S). Akutni aplikace MA
neméla vliv na test paméti u samic ze stejné aplikacni skupiny.

Akutni aplikace MA v dospélosti nemé¢la vliv na test paméti u zvifat ze
skupiny exponované béhem PD 1-11 nepfimo prostiednictvim matetského ml¢ka

a také ptimo aplikaci s.c. (Obr. 6.21).

6.4.3.4 Vliv pohlavi a faze estralniho cyklu

V ramci porovnani vlivu pohlavi na test paméti odhalila statistick4 analyza
vyznamné mezipohlavni rozdily u vSech skupin zvifat s aplikaci béhem
jednotlivych neuro-ontogenetickych stadii.

U skupiny zvifat exponovanych béhem prvni poloviny gravidity (ED 1-11)
(Obr. 6.20) dosahovaly samice horsSich vysledkli vtestu paméti nez samci:
vzdalenost [F (3,208)=21,23; p<0,001] (A); chyba hledani [F (3,208)=24,63;
p<0,001] (B); latence [F (3,208)=16,16; p<0,001] (C); rychlost plavani
[F (3,208)=4,21; p<0,05] (D). Statisticka analyza odhalila interakci prenatalni
expozice a pohlavi, samice po prenatalni expozici MA dosahovaly horSich
vysledkti v testu paméti nez samci po prenatdlni expozici MA: vzdalenost
[F (3,208)=8,21; p<0,001] (A); chyba hledani [F (3,208)=4,47; p<0,001] (B);
latence [F (3,208)=7,38; p<0,01] (C).

Také samice exponované béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22)
(Obr. 6.20) dosahovaly horSich vysledku v testu paméti v porovnani se samcemi:
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vzdalenost [F (3,208)=31,79; p<0,001] (E); chyba hledani [F (3,208)=20,31;
p<0,001] (F); latence [F (3,208)=22,59; p<0,001] (G).

U skupin zvifat ovlivnénych neonatalné¢ nepiimo (PD 1-11) (Obr. 6.21)
proplavaly samice delSi vzdalenost [F (3,208)=5,51; p<0,05] (A) a delSi chyby
hledani [F (3,208)=4,79; p<0,05] (B) v porovnani se samcemi. Statisticka analyza
dat odhalila interakci neonatdlni nepfimé expozice a pohlavi, kde samice
po neonatalni nepiimé expozici MA dosahovaly horSich vysledii v testu paméti
nez samci po neonatdlni nepiimé expozici MA: vzdalenost [F (3,208)=5,01;
p<0,05] (A); chyba hledani [F (3,208)=4,41; p<0,05] (B).

Samice s aplikaci béhem PD 1-11 ptimo s.c. (Obr. 6.21) uplavaly delsi
vzdalenost [F (3,208)=25,97; p<0,001] (E) a poticbovaly vice ¢asu na nalezeni
skrytého ostrivku [F (3,208)=19,27; p<0,001] (G) nez samci. Patrna byla také
interakce neonatalni pfimé expozice s.c. a pohlavi v latenci, kde samice
po neonatalni ptimé expozici MA dosahovaly delSi latence [F (3,208)=7,80;

p<0,01] (G) nez samci po neonatalni piimé aplikaci MA.

Statistickd analyza neprokdzala vliv estrdlniho cyklu na proces uceni

u samic, proto jsme dany faktor nezahrnuli do obréazk.
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Obr. 6.20 Vliv prenatélni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na test paméti u dospélych
samcl a samic prenataln¢ exponovanych béhem ED 1-11 a ED 12-22. Hodnoty jsou pruméry
+ SEM, n=8. ED 1-11: A. Vzdalenost. B. Chyba hledani. C. Latence. D. Rychlost plavani.
+p<0,05 prenatdlni MA vs. prenatalni S u samic; "p<0,05, "p<0,01, ""p<0,001 samice vs.
samci; ##p<0,01, ### p<0,001 interakce prenatadlniho MA a pohlavi. ED 12-22: E. Vzdalenost.
F. Chyba hledani. G. Latence. H. Rychlost plavani. +p<0,05 prenatalni MA vs. prenatalni S
u samct; *p<0,05. **p<0,01 akutni MA (S/MA vs. S/S); ""p<0,001 samice vs. samci.
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Obr. 6.21 Vliv neonatalni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na test paméti u dospélych
samcii a samic neonatalné exponovanych béhem PD 1-11 nepfimo a piimo. Hodnoty jsou
priméry £ SEM, n=8. PD 1-11 nepfimo: A. Vzdilenost. B. Chyba hledani. C. Latence.
D. Rychlost plavani. ~p<0,05 samice vs. samci; #p<0,05 interakce neonatalniho MA a pohlavi. PD
1-11 ptimo: E. Vzdalenost. F. Chyba hledani. G. Latence. H. Rychlost plavani. +p<0,05, +p<0,01
neonatdlni MA vs. neonatdlni S u samic; ~"p<0,001 samice vs. samci; ##p<0,01 interakce
neonatalniho MA a pohlavi.
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6.4.3.5 Vliv aplikac¢ni periody

Statistickd analyza odhalila signifikantné vyznamné rozdily v testu paméti
po prenatélni/neonatalni expozici MA v zavislosti na aplikacni periodé bé¢hem
ruznych neuro-ontogenetickych stadii (Obr. 6.22).

Pfi porovnani vlivu prenatalni a neonatdlni expozice MA na uchovavani
pamétové stopy statistickd analyza odhalila, Ze zasadné€j$i negativni vliv méla
prenatalni expozice béhem druhé poloviny gravidity (ED 12-22) v porovnani
s aplikaci drogy b&hem prvni poloviny gravidity (ED 1-11): chyba hledani
[F (3,208)=5,62; p<0,05] (B); latence [F (3,208)=5,22; p<0,05] (C); rychlost
plavani [F (3,208)=7,79; p<0,001] (D). Expozice MA b&éhem druhé poloviny
gravidity (ED 12-22) vedla také k vyraznéj§imu zhorSeni vysledkt v testu paméti
V porovnani s neonatalni expozici MA béhem PD 1-11 nepiimo: rychlost plavani
[F (3,208)=7,79; p<0,001] (D) a také v porovnani s neonatalni ptimou aplikaci
MA s.c. (PD 1-11): chyba hledani [F (3,208)=5,62; p<0,01] (B). Neonatalni pifima
expozice MA béhem PD 1-11 vedla Kk vyraznéjSimu zpomaleni rychlosti plavani
[F (3,208)=7,79; p<0,05] (D) v porovnani s prenatalni expozici MA béhem prvni
poloviny gravidity (ED 1-11).
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Obr. 6.22 Vliv prenatalni/neonatalni expozice MA na test paméti v zavislosti na aplikaéni
periodé béhem riznych neuro-ontogenetickych  stadii. Hodnoty jsou praméry
prenatalni/neonatalni expozice MA bez ohledu na akutni aplikaci v dospélosti = SEM, n=32.
A. Vzdalenost. B. Chyba hledani. C. Latence. D. Rychlost plavani. +p<0,05, ++p<0,01,
+++p<0,001.
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6.4.4 Strategie hledani ostrivku
6.4.4.1 Vliv prenatalni expozice MA

Prenatalni expozice MA béhem ED 1-11 neovlivnila strategie hledani
ostrivku u samct bc¢hem vSech fazi testu MWM. Samice ze stejné aplikacni
skupiny (ED 1-11) po prenatdlni expozici MA a akutni aplikaci S (MA/S)
pouZivaly na 3., 6. a 12. den vice tigmotaxi [¥2=11,72; p<0,01] (Obr. 6.23 A)
v porovnani se skupinou samic MA/MA, S/S. Negativni vliv prenatalni expozice
MA se projevil u samic také v po¢tu pouZité strategie skenovani na 12. den testu
MWM [y2=4,21; p<0,05] (Obr. 6.23 B) a to bez ohledu na akutni aplikaci
Vv dospélosti.

Prenatalni expozice MA béhem ED 12-22 nem¢la vliv na strategie hledani

ostruvku ani u samcii ani u samic v testu MWM (Obr. 6.23 C, D).

6.4.4.2 Vliv neonatélni expozice MA

Neonatalni nepiimé expozice MA béhem PD 1-11 prostfednictvim
matefského mléka vedla u samct i samic na 12. den testu MWM k pocetnéjSimu
pouZivani strategie skenovani (samci [y2=3,29; p<0,05], samice [¥2=7,31;
p<0,05]) (Obr. 6.23 F) v porovnani se skupinou samci a samic neonatalné
nepiimo exponovanych S.

Neonatalni pfima expozice MA béhem PD 1-11 s.c. vedla u samcti i samic
k pocetnéjSimu vyskytu strategie tigmotaxe na 3., 6. a 12. den testu MWM (samci
[¥2=4,67; p<0,05], samice [2=11,75; p<0,01]) (Obr. 6.23 G) v porovnani se
samci a samicemi ze skupiny MA/MA, S/S. Negativni vliv neonatalni piimé
expozice MA s.c. se projevil u samct a samic také v poctu pouzité strategie
skenovani na 12. den testu MWM (samci [¢2=3,97; p<0,05], samice [y2=5,24;
p<0,05]) (Obr. 6.23 G).

6.4.4.3 Vliv akutni aplikace MA v dospélosti
Akutni aplikace MA v dospélosti neméla vliv na strategie hledani ostruvku
V testu MWM ani u samct ani u samic exponovanych béhem jednotlivych stadiich

neuro-ontogenetického vyvoje (Obr. 6.23).
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6.4.4.4 Vliv pohlavi a faze estralniho cyklu

Statistickd analyza strategii pouzitych na nalezeni ostrivku béhem testu
MWM odhalila signifikantné vyznamné mezipohlavni rozdily po prenatalni 1€cbé
drogou u skupiny zvifat exponovanych béhem ED 1-11. Samice prenatalné
exponované MA pouzivaly Castéji strategii tigmotaxe na 3., 6. a 12. den nez samci
po prenatalni expozici MA [x2=21,37; p<0,001] (Obr. 6.23 A). Interakce
prenatalni expozice a pohlavi byla patrna také ve vyskytu strategie skenovani na
12. den testu MWM, kde samice po prenatalni expozici MA pouzivaly ¢astéji tuto
strategii v porovnani se samcemi po prenatalni expozici MA [¢2=29,74; p<0,001]
(Obr. 6.23 B).

Mezipohlavni rozdily ve vyskytu strategii byly patrné také u skupiny zvirat
exponovanych béhem ED 12-22. Samice z této aplikac¢ni periody pouzivaly
béhem prvnich dni testu MWM (1. a 3. den) Castéji strategii tigmotaxe [y2=4,28;
p<0,05] (Obr. 6.23 C), v dalSich fazich testu MWM (6. a 12. den) pouZivaly
Cast&ji strategii skenovani [¥2=5,31; p<0,05] (Obr. 6.23 D) nez samci ze stejné
aplikacni skupiny.

Neonatalni expozice MA b&hem PD 1-11 nepifimo prostiednictvim
matefského mléka méla zdsadnéjsi vliv na vyskyt strategie skenovani na 12. den
testu u samic, které pouzivaly tuto strategii na hledani ostrivku ¢astéji nez samci
[%2=14,39; p<0,01] (Obr. 6.23 F).

Neonatalni pifima expozice MA s.c. béhem PD 1-11 méla vyraznéjsi
negativni dopad na vyskyt strategii béhem testu MWM u samic nez u samcu.
Samice po neonatalni expozici MA pouzivaly vice tigmotaxi béhem celého testu
MWM [¢2=18,94;, p<0,01] (Obr. 6.23 G)a vice skenovani v testu paméti
[%2=7,38; p<0,05] (Obr. 6.23 H).

6.4.4.5 Vliv aplikacni periody

Statistickd  analyza dat odhalila interakci aplika¢ni  periody
a prenatalni/neonatalni expozice MA. Zvifata exponovand MA béhem PD 1-11
nepfimo prostiednictvim matefského mléka pouzivaly na nalezeni ostrivku
V testu pameéti Castéji strategii skenovani v porovnani se zvifaty exponovanymi
MA prenatélné¢ béhem ED 12-22 a také se zvifaty exponovanymi MA neonatalné

s.c. béhem PD 1-11 [¢2=6,97; p<0,05]. Zvitata exponovana MA béhem PD 1-11
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pfimo s.c. pouzivala na 12. den testu MWM casté&ji strategii tigmotaxi [x2=4,59;
p<0,05] v porovnani se skupinou zvifat exponovanou MA béhem PD 1-11

nepiimo prostfednictvim matetského mléka.
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Obr. 6.23 Vliv prenatalni/neonatalni a akutni aplikace MA a S, vliv pohlavi na pouZité
strategie hledani ostrivku béhem testu uceni (1., 3. a 6. den) a testu paméti (12. den) samct
a samic exponovanych b&hem jednotlivych stadii neuro-ontogenetického vyvoje. Hodnoty jsou
praméry + SEM, n=8. Tigmotaxe: +p<0,05, +p<0,01 prenatdlni/neonatdlni MA vs.
prenatdlni/neonatalni  Spo  akutni aplikaci S; ##p<0,01, ###p<0,001 interakce
prenatdlni/neonatalni MA vs. pohlavi; "p<0,05 samice vs. samci. Skenovani: +p<0,05,
prenatalni/neonatalni MA vs. prenatalni/neonatalni S; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 interakce
prenatélni/neonatalni MA vs. pohlavi; ~p<0,05 samice vs. samci.
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7 DISKUZE

Hlavnim cilem této disertaéni prace bylo ovéfit nasi hypotézu, Ze se
negativni u€inky aplikace MA potkanim matkdm na jejich potomstvo budou liSit
v zavislosti na dob¢ aplikace béhem jednotlivych stadii gestace a laktace.
V predkladané studii jsme pouzili preklinicky model laboratorniho potkana,
kterého jsme béhem jeho prvni a druhé poloviny prenatalniho vyvoje (ED 1-11,
ED 12-22) a béhem c¢asného neonatalniho obdobi (PD 1-11) vystavili u¢inkiim
MA v davce 5 mg/ml/kg. Jednotlivé faze vyvoje CNS Kkoreluji s na¢asovanim
expozice MA béhem jednotlivych trimestri gestace u lidi (Clancy et al. 2007).
Dévka drogy, kterou jsme zvolili, je koncentrovdna v mozku plodu v takové
hodnoté, kterd odpovida hodnotdm namétenym u plodii drogové zavislych matek
(Acuff-Smith et al. 1996; Rambousek et al. 2014). Nase ptedchozi studie ukazala,
7e tato davka negativné ovliviiuje vyvoj laboratorniho potkana (Slamberova et al.
2006). Také distribuce MA do matetského mléka v této davce koreluje
s hladinami drogy u potkant a u lidi (Behnke et al. 2013; Rambousek et al. 2014).
Toto davkovani proto slouzi jako vhodny experimentalni model pro stanoveni

rizik expozice ucinkiim drogy in utero a pfi pfenosu matetskym mlékem.
7.1 VLIV METAMFETAMINU NA BEHAVIORALNI TESTY

7.1.1 Test podminéného vyhledavani drogy (CPP)

Test CPP jsme pouzili na sledovani vlivu prenatalni a neonatélni expozice
MA na aktivni vyhledavani drogy v dospélosti.

Vysledky CPP testu ukazaly, ze MA vdavce 5 mg/ml/kg podavany
v dospélosti béhem faze podmiinovani vede k vytvofeni drogové zavislosti.
Zvitata stravila vice Casu v komofe, spojené s podavanim drogy. Vysledky
neodhalili korelaci mezi podavanim drogy béhem faze podminovani a poctem
vstupti do komory, ve které jim byla droga aplikovana. Tyto vysledky jsou v
souladu s nadimi pfedchozimi studiemi (Slamberova et al. 2012; Slamberova et al.
2011b), stejné jako se studiemi jinych autori (Gehrke et al. 2003; Schindler et al.
2002). Gehrke et al. (2003) ve své studii prokazali, Ze proces podminovani je
piimo umérny davce drogy. Opakované podéavani nizSich davek MA (0,3-2

mg/ml/kg) béhem faze podminovani vedlo v CPP testu ke zvySené horizontalni
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motorické aktivity. Pti¢inou zvySené lokomoce po podani nizSich davek MA je
nejen v testu CPP, ale také v dalSich behavioréalnich testech, zvy3ena hladina
dopaminu uvolnéného =z nervovych termindlt, co ve vysledku vede
k psychomotorickym aktivaénim G¢inktum, které lze prokazat jako zvysSeni poctu
vstuptt do komory asociované s aplikaci drogy (Shimosato and Ohkuma 2000;
Schindler et al. 2002). Studie Gehrke et al. (2003) rovnéz odhalila, ze aplikace
vysokych davek MA zpisobila celkovy pokles aktivity (nizS§i pocet vstupil)
Vv prospéch ¢asu straveného v komoréch asociovanych s aplikaci drogy.

Vysledky testu CPP nepotvrdily naSi hypotézu, Ze by prenatalni
a neonatalni expozice MA béhem jednotlivych stadii neuro-ontogenetického
vyvoje indukovala zvySenou miru aktivniho vyhledavani drogy v dospélosti.
Pouze skupina zvifat exponovana MA béhem PD 1-11 prokazala znacné rozdily
ve vyhledavani drogy béhem testu CPP. Tato zvifata strdvila méné casu
prenatalni expozice MA zvySuje citlivost K G¢inkim amfetaminu b¢&hem
podminovani, ale souCasné¢ vyvolava toleranci k podminovani kokainem
(Slamberova et al. 2012; Slamberova et al. 2011b). Rozdily v citlivosti
prenatdlntho MA vic¢i drogdm behem podminiovani spocivaji v rlizném
mechanismu u¢inku. MA a jiné amfetaminy ovliviiuji nejcastéji noradrenergni
systém, mén¢ dopaminergni a nejméné ze vSech serotoninergni systém, zatimco
kokain ovliviiuje nejcastéji serotoninergni systém (Gygi et al. 1996; Rothman et
al. 2001; Shoblock et al. 2003). Vysledky dalSich studii potvrzuji zvysené aktivni
vyhledavani drogy v testu CPP ¢i testu ,.self-administration po prenatalni
expozici kokainu (Estelles et al. 2006; Heyser et al. 1992; Rocha et al. 2002),
nicmén¢ vSechny tyto studie pouzivaly béhem faze podminovéani rtizné drogy
(kokain, amfetamin, morfin). V soucasné dob¢ neexistuji zadné studie, které by
zkoumaly dlouhodoby ucinek prenatalni ¢i neonatalni expozice MA na aktivni
vyhledavani drogy v dospé€losti. Domnivame se, Ze prenatalni ani neonatalni
expozice MA béhem riznych stadii neuro-ontogenetického vyvoje nevyvolava
zmény v aktivnim vyhledavani drogy v dospélosti.

Jeden z aspekti predkladané studie v ramci CPP testu byl také vysvétlit

potencionalni mezipohlavni rozdily ve vztahu k G¢inkim MA a vzniku drogové
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zavislosti. Mezipohlavni rozdily v dopaminovém systému odmény vysvétluji
rozdily nejenom v samotném efektu drogy, ale také se podileji na variabilité
hloubky zavislosti mezi pohlavimi (Belin and Everitt 2008). Zatimco klinicke
studie poukazuji na zvySenou citlivost Zzen na ucinek drogy, u Zen snadnéji
a rychleji vznikne zavislost v porovnéni s muzi (Becker and Hu 2008; Becker et
al. 2001; Schindler et al. 2002), v nasem ptipadé vsak samci (ED 1-11, PD 1-11)
stravili mnohem vice ¢asu v komorach asociovanych s aplikaci drogy v porovnani
se samicemi. Podobné vysledky naznacuji i dal$i neopublikované vysledky z nasi
laboratofe. V ptipadé dalSich studii (Schindler et al. 2002), ve kterych se béhem
faze podminovani aplikoval MA v Sirokém spektru davkovani (0,1-5,6 mg/kg), se
bud’ neprokazaly mezipohlavni rozdily, nebo byli samci aktivnéjsi ve vyhledavani
drogy v testu CPP nez samice. Shansky and Woolley (2016) se domnivaji, Ze
rychly pfechod do kompulzivniho uzivani drog je zptsoben zvySenym uvolnénim
dopaminu v dorsolateralnim striatu v porovnani s nucleus accumbens. MuZi
s niz§imi hodnotami dopaminu Vv nucleus accumbens jsou impulzivnéj$i a maji
vétsi pravdépodobnost vzniku drogové zavislosti (Belin and Everitt 2008; Dalley
et al. 2007). Toto tvrzeni castetné vysvétluje naSe vysledky, ze samci po
neonatdlni expozici MA béhem PD 1-11 (nepfimo prostfednictvim matefského
mléka), co predstavuje obdobi nejvétsiho neurondlniho vyvoje a v naSem piipadé
nejvetsi dopad neonatalni expozice MA, vyhleddvali komoru souvisejici s aplikaci
drogy méné, nez skupina samcii neonataln¢ exponovana fyziologickému roztoku.
V zavéru lze konstatovat, ze nase vysledky podporuji dosavadni poznatky o vlivu
pohlavnich hormonti na dopaminergni systém u samcti a samic, jak bylo popsano

vyse.

7.1.2 Test socialnich interakci (SIT)

Socidlni chovani zahrnuje komplex rUznych forem interakci mezi
jednotlivci, které jsou nezbytné pro zdravy dusevni a télesny vyvoj po celou dobu
Zivota (Fentress 1988). Studie Homer et al. (2008) zabyvajici se neurotoxickymi
ucinky prenatalni a postnatalni expozice MA na dopaminergni a serotoninergni
neurotransmiterovy systém poukazala na korelaci mezi neurochemickymi
zménami v CNS a zménami v socialnich interakcich potkanu. Vysledky naSeho

experimentu ukazaly, Ze prenatalni a neonatalni expozice MA v davce 5 mg/mi/kg
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snizuje socidlni kontakt mezi dvéma neznamymi potkany. Samci po prenatdlni
expozici MA béhem ED 1-11 stravili méné Casu genitalnim oc€ichavanim. Samice
exponované¢ béhem ED 1-11, ED 12-22 a po piimé expozici MA s.c. béhem
PD 1-11 vykazovaly niZSi aktivitu v nasledovani se. K podobnym vysledkim
dospély také nase predchazejici studie (Schutova et al. 2013; Slamberova et al.
2010; Slamberova et al. 2011a). Byly publikovany studie, které dokumentuji
negativni u¢inky prenatalni expozice MA na socialnu hru v pubertalnim obdobi,
tyto studie dale uvadéji, ze neexistuje souvislost mezi negativnim dopadem
na socialni hru adolescentnich potkanti a snizenim socidlniho kontaktu
v dospélosti (Behnke et al. 2013). Klinickeé zpravy prokézaly, Ze zneuzivani MA
béhem riznych fazi gestace u téhotnych matek zplisobuje poSkozeni cCelniho
laloku mozku plodu, co miize vést ke zhorSeni spoleCenského fungovani
v dospélosti (Behnke et al. 2013; Jablonski et al. 2015; Robinson and Kolb 2004).
Na zaklad¢ naSich vysledkli se zda, Zze expozice MA béhem prenatilniho
a neonatalniho obdobi ovliviiuje vyvoj monoaminergnich nervovych zakonceni
riznymi zpusoby jak u samcu, tak u samic, které jsou nejvyraznéj$i v obdobi
pozdni gestace a ¢asné novorozenecké periody neuro-ontogeneze u potkanti.

Jednim z paradoxti spojenych s uzivanim MA je to, Ze tato psychoaktivni
droga je mnohokrat zneuzivana pravé za ucelem navazani spolecenskych kontakti
a interakci (Clemens et al. 2004; Homer et al. 2008). Mnoho studii naznacuje
pravé opacné ucinky, jako je paranoia, deprese, zvySena agresivita (Clemens et al.
2004; Miczek and Tidey 1989). Navzdory pavodnimu zaméru, MA naruSuje
sociélni chovani (Homer et al. 2008). Pozménéné socialni chovani po akutni
aplikaci MA (1 mg/ml/kg) bylo také prokazano v nasi studii. Zvitata po akutni
aplikaci MA v dospélosti vykazovala ve srovnani s kontrolnimi skupinami
signifikantné méné socidlnich interakci. Tyto vysledky jsou v souladu s nasimi
predchozimi studiemi (Schutova et al. 2013; Slamberova et al. 2010; Slamberova
et al. 2011a) a dalSimi (Clemens et al. 2004; Davidson et al. 2001), které ukazuiji,
ze akutni MA vede ke snizeni socidlnich kontaktii mezi potkany.

MA se véZe na dopaminové transportery, které reguluji dopaminergni
ptenos inhibici zpétného vychytavani dopaminu (Davidson et al. 2001; Homer et

al. 2008). Tento proces vede ke zvySeni produktivity, motorické aktivity a energie
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uzivatelt (Meredith et al. 2005). Vysledky této studie ukazaly, Ze akutni aplikace
MA v dospélosti zvysuje Cas straveny lokomoci u samcli exponovanych béhem
ED 12-22 a cas straveny vztyCovanim (pruzkumné chovani) u samic
exponovanych béhem PD 1-11 pfimo s.c. ve srovnani s kontrolni skupinou zvitat.
Tato studie potvrzuje naSe ptedchozi poznatky, Zze akutni aplikace MA vede
ke zvyseni nesocidlnich aktivit dvou neznamych zvifat (Slamberova et al. 2015;
Slamberovéa et al. 2011a) a studie dalich (Clemens et al. 2004). Muzeme
spekulovat, zda nebylo snizeni socidlnich interakci spiSe dusledkem zvySeni
nesocialnich aktivit po akutnim podani MA? NaSe statistické vysledky vSak
ukdzaly, ze akutni podani MA zvysilo lokomoci a prizkumné chovani pouze
u dvou skupin potkanti, zatimco socidlni kontakt byl nizsi u vSech testovanych
zvirat. Clemens et al. (2004) zjistili, ze i n€kolik tydnd po podani akutniho MA
vyhledavaly potkany podstatné méné socialni kontakt nez kontrolni skupina.
VSechna tato zjiSténi naznacuji, ze zmény v socidlnim chovani jsou spojeny
s akutni aplikaci MA v dospélosti.

Meso-kortiko-limbicka dopaminergni draha hraje klicovou roli
ve zprostfedkovavani socidlnich interakei a chovanim zptisobenym uzitim drogy.
Tento systém tvoii neurony produkujici dopamin, axony zasahuji z ventralni
tegmentalni oblasti stfedniho mozku do dalSich oblasti pfedniho mozku, vcetné
nucleus accumbens, prefrontalni ktry, ventralni tegmentalni oblasti a amygdaly.
Tento neurdlni obvod obsahuje také receptory steroidnich pohlavnich hormont;
cirkulujici androgen a estrogen ovliviluji ontogenezi téchto specifickych oblasti
mozku, ¢im se zvyraziiuje sexualni dimorfismus po neuroanatomické,
chemoarchitektonické a nakonec i behaviordlni strdnce nejenom b&hem vyvoje,
ale také v dospélosti (Pak et al. 2007; Patisaul et al. 2003). Hladiny pohlavnich
hormonti jsou dynamické a mohou interagovat s drogou (Gleason et al. 2009;
Patisaul et al. 2003). Vysledky nasi studie neprokazaly Z&dné mezipohlavni
rozdily v prenatéalni ¢i neonatalni expozici MA.

S ohledem na expozici MA béhem jednotlivych neuro-ontogenetickych
stadii vyvoje nase vysledky ukézaly, ze Cas straveny ve specidlnich vzorcich
socidlntho chovani (vzdjemné ocichdvani, podlézani) je u samct dels$i nez

u samic. Jiné specialni vzorce socidlniho chovani (genitalni o€ichavani) byly
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naopak del$i u samic nez u samci. Existuji studie, které uvadéji, ze samice
stravily vice ¢asu vztyCovanim (nesocialni aktivita) nez samci. Pohlavni rozdily
v socialni a nesocialni aktivité pravdépodobné souviseji s pohlavnimi rozdily
v neuroanatomii neuronové sit€ pro socialni chovani, ktera se vyviji béhem druhé
poloviny gestace do prvnich tfi tydni postnatadlné. V mechanismu uc¢inku
pohlavnich hormonti béhem ¢asnych postnatalnich fazi vyvoje hraje klicovou roli
hormon estradiol. V sam¢im mozku béhem tohoto stadia enzym aromataza
konvertuje cirkulujici testosteron na estradiol, ktery inhibuje apoptézu neuront
Vv téchto specifickych oblastech mozku. Tento proces tedy vede k vétSimu objemu
medialni preoptické oblasti a medidlni amygdaly u samcd v porovnani
se samicemi (Arai et al. 1996; Pak et al. 2007; Patisaul et al. 2003). Tyto
struktury zpracovavaji informace pro socialni ¢ichové stimuly (Dudley et al.
1992), které mohou odpovidat v nasem piipadé vzajemnému ocichavani.
Na druhou stranu ventrélni tegmentélni oblast, nucleus accumbens, prefrontalni
kortex a dalsi casti neuralni sit€¢ pro socialni chovani maji 2-3 x pocetnéjsi
dendritické trny u samic nez u samci (Kingsbury et al. 2012; Weissman and
Caldecott-Hazard 1995), coz mize byt divodem, pro¢ samice stravily vice ¢asu
genitalnim ocichdvanim a nasledovanim se nez samci. Studie Margolis et al.
(2006) naznacuje, ze dopaminergni neurony ve ventralni tegmentalni oblasti jsou
v socialnich kontextech senzitivnéj$i u Zen oproti muzim. Pomoci experimentu,
zaloZeného na sledovani koncentraci c-fos/tyrosinhydroxylazy, jako esencialniho
enzymu pro syntézu dopaminu, bylo zjiSténo, ze Zzeny testované v SIT mély vice
c-fos/tyrosinhydroxylazovych neuront v celé ventrdlni tegmentélni oblasti
ve srovnani s muzi. Aktivita dopaminergnich neuronti byla zavisld pouze
na specifickych spolecenskych podnétech.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, po akutnim podani psychostimulaénich drog
dochézi v neuronalnim okruhu systému odmény k uvoliiovani dopaminu. Mnoho
studii popisuje, ze amfetaminy a kokain indukuji silnéj$i uvoliovani dopaminu
a serotoninu u Zen oproti muzam (Homer et al. 2008; Milesi-Halle et al. 2005).
Prizkumové chovani je zprostfedkovano prostiednictvim dopaminergniho
systému, coz by vysvétlovalo korelaci s nasimi dal$imi vysledky, kdy samice

stravily vice ¢asu vztyCovanim se v porovnani se samci. VSechna dosavadni studie
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podporuji naSe vysledky o mezipohlavnich rozdilech v socialnim a nesocialnim
chovani dospélych zviftat.

Nase vysledky navic ukéazaly, Ze hormondlni zmény béhem ovarialniho
cyklu ovlivituji nesocialni chovani samic v testu SIT. Toto zjiSténi souhlasi se
studii Stack et al. (2010), kter4 neodhalila vliv ovarialniho cyklu na socialni
interakce potkanii. Rey et al. (2014) ve své studii vysvétluje pfi¢inu. Béhem
pohlavni faze cyklu, kdy jsou hladiny estradiolu vysoké, dochazi k zaniku
socialniho chovani dusledkem exprese c-fos v prefrontdlnim kortexu
a bazolateralni amygdale. KdyZ jsou hladiny estradiolu nizsi, je tento vztah
obrécen a socialni chovani posileno. V nasi studii samice po akutni aplikaci MA,
nachazejici se v pohlavni fazi cyklu proestrus, stravily vice ¢asu lokomoci
v porovnani se skupinou samic, nachazejici se v mezipohlavni fazi cyklu diestrus.
Jak je znamo z predchazejicich studii, estradiol stimuluje sekreci dopaminu
ve striatu po uziti psychostimulac¢nich drog, co se projevi zvySenou motorickou
aktivitou u samic, ale ne u samcu. Rozdily v motorické aktivité samic béhem
ovarialniho cyklu naznacuji, ze s vyjimkou mesolimbické dopaminove drahy je
pravdépodobné také glutamatergni systém ovlivnén vysSimi hladinami estrogenu

béhem pohlavni faze cyklu (Hrubd et al. 2012).

7.1.3 Test Laboras

Test Laboras jsme pouzili pti sledovani vlivu MA na horizontalni
a vertikalni pohybovou aktivitu zvifat v neznamém prostiedi, ale s domacimi
podminkami.

Nase vysledky ukazaly, ze expozice MA bchem jednotlivych stadii
neuro-ontogenetického vyvoje vedla ke snizeni celkové motorické aktivity pouze
u samic prenatalné exponovanych béhem prvni poloviny gestacni periody
(ED 1-11). Tyto vysledky jsou v souladu s naSimi ptredchozimi studiemi
a studiemi jinych autort (Glatt et al. 2000; Schutova et al. 2010; Schutov4 et al.
2013; Slamberova et al. 2013), ve kterych prenatalni expozice MA b&hem celé
gestace neovlivnila lokomoc¢ni a prizkumné chovani u samcti, ale snizila troven
motorické aktivity u samic. NaSe vysledky nepotvrdily nasi hypotézu, Ze
prenatalni a neonatdlni expozice MA muze vyvolat zmény v chovéni samct

a samic pretrvavajicich do dospélosti. Stejné vysledky ukazuje prace Acevedo et
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al. (2007), ktera neprokazala ucinky neonatalni expozice MA (5 mg/kg)
na chovani dospélych mysi. Studie Vorhees et al. (1994b) demonstruje snizenou
lokomoci u dospélych samcti po neonatalni expozici MA v davce 30 mg/kg
béhem PD 1-10 a PD 11-20, zatimco u samic neméla neonatdlni expozice MA
vliv na lokomoci. Rozdily ve vysledcich Laboras testu mezi nasi studii a studiemi
jinych mohou byt zplisobeny rozdilnou expoziéni davkou drogy, ale také
rozdilnou aplika¢ni periodou a nacasovanim expozice.

Podobné jako ve vysledcich nasi ptedchozi studie (Schutova et al. 2013),
rozdilny uc¢inek prenatdlni expozice MA u samic a samcli mize byt zplsoben
pohlavnim dimorfismem ve vyvoji mesolimbického dopaminergniho systému
mozku (Gentry et al. 2004; Milesi-Halle et al. 2005). Vzestup hladin estrogenu
plusobi pozitivné na velikost dendritického pole v nékterych strukturach
(prefrontalni kara, nucleus accumbens) u samctl, ale ne u samic, zatimco
u ostatnich struktur (orbitofrontdlni kiira) vyS$s$i hladiny estrogenu pisobi
pozitivné na velikost dendritické pole u samic, ale ne u samct (Robinson and
Kolb 2004). Vzhledem k tomu, ze hladina estrogenu vzrdsta s postupujicim
stupném maturace CNS, estrogen ve stile vétsSi mife desenzitizuje také
transportéry pro dopamin ve vyvijejicim se mozku samci a samic rozdilné
(Castner et al. 1993), coZz mezipohlavni rozdily v téincich MA b&hem vyvoje
CNS jesté¢ zvyraziuje. Jak jiz bylo diskutovano v predeslé Casti o motorické
aktivité potkanti v SIT, také vysledky testu Laboras naznacuji, ze samice jsou
citlivgjsi  k u¢inkim psychostimulancii nez samci. DalSi studie prokézala
zvysenou aktivitu tyrosinhydroxylazy v nucleus caudatus a putamen, v substantia
nigra u samci, ale ne u samic po aplikaci MA béhem neonatdlniho obdobi
(Gomes-da-Silva et al. 2000). Tyto poznatky z piedchazejicich studii podporuji
naSe vysledky a naznacuji, ze expozice MA bchem gestace a casného
postnatalniho vyvoje mize mit stimula¢ni Gi¢inek na dozravani kli¢ového enzymu
pro biosyntézu dopaminu v nigrostriatadlnim dopaminergnim systemu.

Pokud jde o akutni aplikaci MA v dosp¢losti, naSe vysledky ukazaly, Ze
davka 1 mg/ml/kg podana tésné pred vlozenim zvifete do oteviené arény, vedla
ke zvySeni horizontalni i vertikalni motorické aktivity vSech testovanych zvifat,

a to bez ohledu na prenatalni a neonatélni expozici. Tyto vysledky odpovidaji
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nas§im predchozim studiim (Hruba et al. 2012; Slamberova et al. 2010;
Slamberova et al. 2011a). Shoduji se také se studiemi jinych autorii, které
ukazaly, ze nizké davky psychostimulancii zpiisobily u zvitfat zvySeni lokomoce
v zavislosti na davce. | v tomto pfipadé byly pii¢inou zvySené motorické aktivity
zmény v meso-limbickém dopaminergnim systému, jelikoZz se v jedné studii
ukazalo, ze lokomoce nebyla nasledkem amfetamint zvySena u zvifat s lézi
nucleus accumbens (Kelly et al. 1975).

Nase vysledky také ukazaly, ze samice jsou v neznamém prostiedi
mnohem aktivnéj$i nez samci, coz odpovida vysledkiim piedchazejicich studii,
které tento poznatek doplnuji o vysvétleni divodu zvySené motorické aktivity
samic. Uvadi, Ze neznamé prostiedi je pro samice zajimavéjSim stimulem nez
pro samce, coZ vede k vyS$§imu uvoliovani dopaminu u samic nez u samcu
(Gentry et al. 2004). Tyto mezipohlavni rozdily byly patrné také u zvifat po
akutni aplikaci MA v dospélosti. Vysledky potvrdily naSe dosavadni poznatky, ze
akutni MA v davce 1 mg/ml/kg vede k zvySeni celkové motorické aktivity v testu
Laboras vice u samic neZ u samci. Pfi¢ina pravdépodobné spoc¢iva v mechanismu
degradace drogy. Je znamo, ze Zeny eliminuji drogy pomaleji nez muzi kvili
rozdilnym hladinam cytochromu P450 a dalSich degradac¢nich enzymu (Kato and
Yamazoe 1992; Milesi-Halle et al. 2005; Roth and Carroll 2004). Toto tvrzeni
podporuje studie Rambousek et al. (2014), ve které vykazovaly samice v plazmé
a v mozku po akutni ddvce MA (1 a 5 mg/ml/kg) vyznamné vyssi koncentraci MA

V porovnani se samci.

7.1.4 Test Morrisova vodniho bludisté¢ (MWM)

V kognitivnich testech jsme testovali vliv prenatélni, neonatalni a akutni
aplikace MA v dospélosti na proces uceni a paméti, ale také na lokomoci, jelikoz
vV kazdém testu byla u zvifat zaznamenana rychlost plavani.

NaSe vysledky ukazuji, Ze prenatalni expozice MA v davce 5 mg/ml/kg
béhem prvni poloviny gestace (ED 1-11) vedla k naruseni procesu uceni a paméti
u samic, na rozdil od skupiny samic po prenatilni expozici MA béhem druhé
poloviny gestace (ED 12-22), které neprojevily zhorSeni kognitivnich funkci.
U samcl prenatalni expozice MA béhem prvni a druhé poloviny gestacniho

obdobi neméla vliv na uceni ani konsolidaci prostorové mapy, testované na 12.
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den testu MWM. NaSe vysledky ukazaly, Ze deficity vuceni u samic
exponovanych prenatalné béhem ED 1-11 se projevily také v probe testu a testu
paméti, tyto samice uplavaly delSi vzdalenosti a potiebovaly vice Casu, nez skryty
ostruivek nasly. Vysledky jsou v souladu snasimi pfedchozimi studiemi
(MaclUchova et al. 2013; Maclchova et al. 2014; Schutova et al. 2008;
Slamberova et al. 2014), ve kterych prenatalni expozice MA ve stejné davce
behem celého obdobi gestace neovlivnila schopnost uc¢eni a paméti jak u samci,
tak u samic v dospélosti. Také dalsi studie ukazaly, Ze prenatalni expozice MA
v rizném davkovani (0,625-10 mg/kg/den) (Weissman and Caldecott-Hazard
1995) beéhem delsich aplikacnich period (jeden tyden pted zabfeznutim a béhem
gestace) (McDonnell-Dowling et al. 2014) neméla vliv na prostorové uceni
a pamét’ zvifat v dospélosti. Acuff-Smith et al. (1996) ve sve studii zjistili, Ze
uceni a konsolidace pamét'ové stopy dospélych zvitat, testovanych v MWM, byly
poskozeny pouze po prenatdlni expozici MA vyssimi davkami (15 a 20 mg/kg).
Janus (2004) poukazuje na fakt, ze dvé zvifata, kterd na nalezeni skrytého
ostrivku potiebuji piiblizn¢ stejny ¢as, mohou vyuzivat rozdilné strategie
K nalezeni ostrivku, coz muze byt rovnéz znamkou deficitu v kognitivnich
funkcich. Zatimco strategie tigmotaxe ptedstavuje pietrvavajici plavani podél
okraje bazénu s ojedinélym plavanim do stfedu bazénu, které zvife vyuziva prvni
1-2 dny béhem uceni, strategic skenovani piedstavuje neorganizované plavani
V centru bazénu a nahodné nalezeni ostrivku, charakteristické pro 3. -4. den
uceni. V dalSich fazich testu MWM by uz zvife mélo znat pfibliznou polohu
skrytého ostrivku a plavat pfimo na néj. Analyza strategii potvrdila negativni vliv
prenatalni expozice MA béhem ED 1-11 na prostorové uceni a pamét samic
v dospélosti. Tyto samice pouzivaly stale a ve vys§i mife tigmotaxi na 3. a 6. den
testu u€eni a na 12. den testu paméti skenovani misto ptimého plavani na ostriivek
v porovnani s kontrolni skupinou. Doposud neexistuje mnoho studii, které by
opisovaly vliv prenatalni expozice MA na prostorové uceni a pamét’ u samic
v dospélosti. Na zaklad¢ piedeslych vysledku z nasi laboratoie lze v této studii
shrnout, Ze prenatalni expozice MA nevede k vytvofeni deficitd v prostorovém

uéeni a paméti u samct v dospélosti a Ze vliv prenatdlni expozice MA
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na kognitivni schopnosti samic zavisi od naasovani expozice béhem jednotlivych
stadii prenatalniho vyvoje.

Vysledky této studie dale ukazaly, Ze oba druhy neonatalni expozice MA
(5 mg/ml/kg) béhem PD 1-11 (nepfima a ptima) vedou ke zhorSeni schopnosti
naucit se polohu skrytého ostriivku. Samci i samice po neonatalni expozici drogou
vykazovali vyssi chybu hledani a delsi latence. Dostupné studie naznacuji, Ze
chyba hledani je pfesnéjSim ukazovatelem orientace v prostoru nez latence
(Gallagher et al. 1993). Vykon dvou potkant se stejnou latenci mize byt znaéné
odlisny. Potkan, ktery si pfiblizn¢ pamatuje lokalizaci ostrivku, krouzi v ptislusné
oblasti a najde ostriivek za stejnou dobu jako potkan, ktery si ostriivek nepamatuje
a plave v razne velké vzdalenosti od ostruvku, ktery pak najde nahodné. Navic
latence Uzce souvisi srychlosti plavani. Chyba hledani vyjadfuje piimou
vzdalenost potkana od ostrivku v pribéhu pokusu (Gallagher et al. 1993). Nase
vysledky tedy jasn¢ poukazuji na naruSeni procesu uceni béhem testu MWM.
Na druhé stran€, vysledky probe testu neodhalily vliv neonatalni expozice MA
béhem rané lakta¢ni periody ani u samct ani U samic. V testu paméti na 12. den
MWM se projevili deficity pouze u skupiny zvifat exponované MA piimo s.c.
Samci i samice proplavali del$i vzdalenost a méli delsi latence, nez ostrtivek nasli.
Analyza strategii prostorového mapovani potvrdila negativni dopad nepiimé
a pfimé expozice MA béhem PD 1-11 na uceni a pamét dospélych zvirat.
Neonatalni nepifimd expozice MA vedla u samcli 1 samic vtestu paméti
K pocetn&jSimu pouzivani strategie skenovani v porovnani s kontrolni skupinou
zvitat. Vys$i vyskyt tigmotaxe na 3., 6. a 12. testu a skenovani na 12. den
u skupiny zvitat exponované MA piimo s.c. v porovnani s kontrolou potvrdily
naruSeni procesu uceni a konsolidace pamétové stopy. Vysledky odpovidaji
naSim dosavadnim studiim, ve kterych jsme prokazali vyrazné deficity
V prostorovém uceni a paméti samcl po postnatalni expozici MA béhem PD 1-21
(Hruba et al. 2010). Existuji dalSi studie popisujici poruchy v ueni a paméti
zpusobené expozici MA béhem riznych senzitivnich obdobi béhem vyvoje
mlad’at. Napt. aplika¢ni periody PD 6-15 a PD 11-20, béhem kterych byl
aplikovdn MA v davkéch 10-25 mg/kg, se ukazaly jako vice citlivé na podani

MA, zatimco aplika¢ni periody PD 1-10 nebo PD 21-30 byly mén¢ citlivé na
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podani MA (Jablonski et al. 2015; Schaefer et al. 2008; Vorhees et al. 2009).
Vorhees et al. (2004) ukazali, ze podavani MA béhem PD 1-10 v dévce 30
mg/kg/den vyvolalo zmény pouze v motorické aktivite¢ dospélych potkanti
testovanych v MWM, zatimco podavani MA v davce 40 mg/kg/4-x/den béhem
PD 11-20 vedlo k redukci schopnosti naucit se polohu skrytého ostrivku (Vorhees
et al. 1994a; Vorhees et al. 1994b). Také dalSi studie ukazala, Ze neonatalni
podavani MA v davkach 5, 10 nebo 15 mg/kg/4-x/den béhem PD 11-20 zptsobilo
poruchy v prostorovém ucéeni a paméti (Williams et al. 2003b). Vysledky této
studie a studie jinych autorli naznacuji, Ze rozsahlé deficity v uceni a paméti
mohou byt spojeny s negativnim dopadem expozice MA na vyvoj hipokampu,
ktery probiha od ED 14 do prvnich tfi tydni postnatalné.

Co se ty¢e vlivu akutni aplikace MA v davce 1 mg/ml/kg na prvni fazi
testu MWM, fazi uceni, zjistili jsme, Ze aplikace drogy v dospélosti neméla vliv
na prostorové uceni zvirat exponovanych béhem vSech aplikacnich period. V testu
probe jsme odhalili interakci prenatalni a neonatalni MA expozice s akutni
aplikaci drogy v dospélosti. Skupina samic, exponovanych MA bé¢hem ED 12-22
a skupina samctl, exponovanych MA béhem PD 1-11 pfimo s.c. dosahovala
delSich latenci po akutni aplikaci MA. Skupina samic, exponovanych MA béhem
PD 1-11 pfimo s.c. dosahovala delSich vzdalenosti po akutni aplikaci MA
v porovnani s kontrolni skupinou. V tomto piipadé prisuzujeme deficity
v prostorovém uceni spiSe ucinkiim prenatalni a neonatdlni expozici MA nez
aplikaci MA v dospélosti. Akutni aplikace MA v dospélosti neméla vliv na test
paméti u zvifat exponovanych béhem ED 1-11 a PD 1-11 (nepfimo a piimo).
Pouze u skupiny samct exponovanych béhem ED 12-22 vedla akutni aplikace
MA ke zkraceni uplavané vzdalenosti, chyby hledani a latence. EXxistuji studie,
které jsou v souladu s prezentovanymi vysledky, co dokazuje, Ze aplikace MA
v dospélosti nevyvolava zmény v schopnosti naucit se polohu skrytého ostriivku
a pfi nizSich davkach muaze vést dokonce k zlepSeni kognitivnich funkci (Simoes
et al. 2007). Nekteré preklinické studie uvadéji, Ze akutni aplikace MA pii
nizkych davkach (0,1-0,4 mg/ml/kg) muze zpusobit zlepSeni v kognitivnim
zpracovani (Grilly and Loveland 2001), zatimco vyssi davky MA (3 mg/ml/kg a

vice) indukuji zhorSeni prostorového uceni a paméti (Robinson and Kolb 2004).
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Jak bylo zminéno ve studii Meredith et al. (2005), zavaznost kognitivnich deficiti
zavisi na davce a frekvenci uzivani drogy.

Utinek akutni davky MA se projevil jen u samcti ve zvy3eni rychlosti
plavani v porovnani s kontrolni skupinou samci. V dalSi fazi testu MWM, probe
testu, akutni aplikace zvySila rychlost plavani pouze u skupiny zvifat
exponovanych béhem PD 1-11 nepfimo prostfednictvim matefského mléka.
V testu paméti neméla akutni aplikace MA vliv na rychlost plavani. Akutni
aplikace MA nevedla ke zvySeni rychlosti plavani ani v jednom testu MWM
u testovanych samic v dospélosti. Tyto vysledky jsou v souladu s piedeslymi
vysledky z nasi laboratofe. Schutova et al. (2009) ve své studii zaznamenali
zvySené rychlosti plavani u samcii zptisobené akutni aplikaci MA, na rozdil
od studie Macuchové et al. (2013), kterd ukazala, Ze aplikace MA v dospélosti
nemd vliv na rychlost plavani u samic. Rychlost plavani slouZi jako ukazovatel
miry motivace K nalezeni ostriivku. NaSe vysledky naznacuji, ze akutni aplikace
MA vedla k zesileni motivace samcu najit polohu skrytého ostruvku v testu uéeni,
kdy skryty ostriivek piedstavoval novy, zajimavy objekt, zatimco béhem dalSich
fazi testu MWM mohli mit samci niZsi zajem o tento znamy objekt (Lubbers et al.
2007). MA aplikovany v dospélosti pravdépodobné zptisobil zmény v meso-
limbickém dopaminergnim systému, ktery je zndm také jako okruh motivace
(Kandel et al. 1986; Nocjar and Panksepp 2002). Tato nase domnénka je
podporovana zjisténim, ze rychlost plavani postupné klesala béhem 6-denniho
testu uceni ve stejné mife mezi skupinami MA a S. Dal§i moznosti, jak vysvétlit
zvySenou rychlost plavani samct v testu uceni by mohla byt zvySena motoricka
aktivita vyvolana samotnou aplikaci drogy. Existuji studie, které by tuto hypotézu
podporovaly (Bisagno et al. 2003; Gentry et al. 2004). Pted uplatnénim této
hypotézy na naSe vysledky vSak musime poznamenat, ze zvifata byla denné
testovana nejdiive po 24 hodindch od ptedeslé aplikace MA (MA byl vzdy v ten
den injekéné aplikovan na konci posledniho pokusu plavani), takze akutni u¢inek
drogy vtom c¢ase uz vymizel. Navic vysledky, jak jiz zminujeme, ukazuji, ze
zvysena rychlost plavani byla jenom v testu uceni a ne v probe testu a testu

paméti, co tuto hypotézu nepodporuje.
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Dal8im zjisténim této prace bylo, Ze samice ze vSech aplikacnich period
bez ohledu na prenatalni, neonatalni ¢i akutni aplikaci v dospélosti dosahovaly
horSich vysledkl v testu uceni a paméti v porovnani se samci. Dosavadni studie
z nasi laboratofe (MacUchova et al. 2013; Macuchova et al. 2014) souhlasi se
zjisténimi této prace. Navic vysledky ukazaly, Ze prenatdlni a neonatalni expozice
MA tyto mezipohlavni rozdily je§t¢ zvyraznila. Samice exponované MA
dosahovaly horsich vysledkl v testu uceni a paméti nez samci po stejné expozici.
Navic tyto vysledky potvrdily 1 strategie pouzité pii hledani ostrGvku. Samice
exponované MA pouzivaly béhem pokrocilejSich fazi testu MWM strategii
tigmotaxe a skenovani mnohem cast&ji nez samci. Existuji tvrzeni o pusobeni
pohlavnich hormonii béhem gravidity a laktace na uceni a vytvareni pamétovych
stop u dospé€lych jedinct (Allen and Gorski 1991). Estradiol ovlivituje procesy
uceni a vybavovani si pamétové stopy, estrogen pak ovliviiuje verbalni slozku
paméti (Caldwell and Watson 1952). Pohlavni hormony zasahuji do aktivace
neuronalnich drah, které se postupné formuji az do obdobi dospélosti a tim
ovlivituji riizné psychofyziologické procesy jedinc. Experimentalni studie
potvrzuji mezipohlavni rozdily ve vétsin¢ kognitivnich testt (Caldwell and
Watson 1952; Slamberové et al. 2005b). MuZi/samci vynikaji ve schopnostech
alocentrického uceni, Zeny/samice maji naopak posilenou slozku verbdlnich
schopnosti, snadnéjsiho a rychlejsiho uceni (Janik et al. 1975; Macuchova et al.
2013; Schutova et al. 2009). Z dosavadnich studii je také znamo, Ze existuji
vyznamné mezipohlavni rozdily ve vSech Urovnich intracelularni signalizace
molekularniho mechanismu uceni a paméti, od receptori, pies druhé posly az
po histonovou modifikaci (Keiser and Tronson 2016). Tyto rozdily mezi
pohlavimi se projevuji mj. ve strategiich prostorového mapovani. Samci a samice
pouZivaji jiné strategie, coZ vede krozdilim v rychlosti a piesnosti feSeni
kognitivnich uloh. Samci zpracovavaji méné informaci o prostoru a vytvoii si
rychleji, ale i pfesnéji kognitivni mapu. Samice zpracovavaji vsechny dostupné
informace o prostoru, dokonce, kviili kolisani hladiny pohlavnich hormont béhem
ovarialniho cyklu neustale ,,piepinaji“ z jedné strategické mapy na jinou. Proto

jsou v kognitivnich testech horsi a pomalejsi. Studie Jonasson (2005) zjistila, Ze
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samice vyuzivaji mnohem cCastgji strategii tigmotaxe ve srovndni se samcemi.

Nase vysledky souhlasi s vysledky zmifiované studie.

7.2 VLIV NEPRIME A PRIME EXPOZICE
METAMFETAMINU V PRUBEHU NEONATALNIHO OBDOBI

Abychom v nasi studii mohli porovnat pienos uc¢inku neonatalniho MA
na potomstvo ovlivnénych matek nepfimo prostfednictvim mateiského mléka,
zvolili jsme si dalSi skupinu, kde jsme podavali neonatilné MA piimo
subkutannim vpichem mlad’atim. Proto dalSim cilem této prace bylo porovnat
miru vlivu neonatalni expozice MA na chovani dospélych zvitat exponovanych
MA témito dvéma zplsoby, nepiimo (matefskym mlékem) a piimo (vpichem),
béhem PD 1-11.

Vysledky CPP testu ukézaly, Ze zvifata exponovana MA nepiimo
prostiednictvim matefského mléka vstupovala vice do komor asociovanych
saplikaci drogy a takeé stravila vtéchto komorach vice ¢asu nez zvifata
exponovana MA pifimo subkutanné¢. Toto zjiSténi miZe naznacovat, ze zadsadnéjsi
vliv. na vytvofeni drogové =zavislosti v dospélosti ma expozice MA
prostfednictvim matetského mléka. Na druhou stranu snizend motoricka aktivita a
schopnost naucit se rozpoznat komtirku, asociovanou s aplikaci drogy, mize
naznacovat deficity v kognitivnich schopnostech zvifat exponovanych MA piimo
aplikaci drogy subkutanné. Toto zjiSténi zase podporuje zasadnéjsi vliv neonatalni
piimé expozice MA subkutanné.

V dalSim behavioralnim testu, vtestu sociélnich interakci se vliv
nepiimé a piimé expozice MA lisil v zavislosti na typu socialnich interakci.
Zvitata exponovand MA nepfimo prostfednictvim matefského mléka stravila
mén¢ cCasu genitdlnim ocichdvanim neZz zvifata exponovanda MA piimo
subkutanné. Na druhou stranu se vyraznéjsi redukce Casu straveného podlézanim
a nasledovanim projevila u zvifat, kterym byla droga aplikovana piimo
subkutanné¢ v porovnani se skupinou zvifat exponovanou MA nepiimo
prostiednictvim matetfského mléka. Co se ty€e vlivu neonatdlni nepiimé a piimé
expozice MA na nesocialni aktivity v testu SIT, vysledky ukazaly, ze zasadnéjsi

vliv na vertikalni motorickou aktivitu ma pfima expozice MA subkutanné.
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Na zaklad¢ vSech zjisténi lze shrnout, Ze vyraznéjsi negativni dopad na SIT ma
neonatdlni pfima expozice MA subkutanné.

Vysledky Laboras testu neodhalily rozdily v pienose ucinku neonatalni
expozice MA prostfednictvim matefského mléka a v neonatalni expozici MA
podavaného ptimo subkutanné.

V testu Morrisova vodniho bludisté vysledky ukazaly, Ze neonatalni
piima expozice MA vedla v dospélosti k vytvoteni deficiti v kognitivnich
funkcich potkanti ve vét$im rozsahu v porovnani s vlivem neonatalni nepiimé
expozice MA. Zvifata exponovand MA piimo subkutanné dosahovala v testu
uceni delSich vzdalenosti, delSich chyb hledani, potfebovala vice Casu na nalezeni
skrytého ostrivku a plavala pomaleji v porovnani s nepiimou expozici MA
prostiednictvim matetského mléka. Navic v testu paméti plavala pomaleji nez
skupina zvifat s neonatdlni nepfimou expozici MA. ZhorSené vysledky v testu
paméti ukazaly po analyze strategii prostorového mapovani, Ze zvifata po piimé
expozici MA subkutdnné mély vetsi vyskyt tigmotaxe na 12. den testu nez zvirata
exponovana MA nepiimo prostiednictvim matefského mléka.

Vysledky této studie ukdzaly, Ze negativni vliv neonatalni expozice MA
béhem PD 1-11 nezavisi jenom na zplisobu podani drogy, ale také na typu
behaviordlniho testu, pomoci které¢ho jsme testovali chovani zvifat v dospélosti.
V soucasné dob¢ neexistuje studie, kterd by pojednévala o ucincich rizné podané
neonatalni expozice MA na chovani zvifat v dospé€losti. Vysledky nasi prace lze
porovnat pouze s jednou studii z nasi laboratore. Sevéikova et al. (2017) pouZila
stejny design neonatalni expozice MA béhem PD 1-11, pomoci kterého testovala
ucinek neonatdlni expozice na matefské chovani a somatosenzoricky vyvoj
mlad’at v rozmezi PD 1-23. Tato prace ukazala, ze zasadné&jsi negativni dopad na
somatosenzoricky vyvoj mladdat méla neonatidlni nepiimd expozice MA
prostiednictvim matetského mléka. Domnivame se, Ze rozdily mezi nasi studii
a studii Sev¢ikové et al. (2017) jsou zptisobeny testovanim zvifat v riznych
stadiich postnatalniho vyvoje (PD 1-23 vs. PD 60-90). Predchazejici studie
ukazaly, ze aplikace MA matkdm béhem laktace vede k naruSeni matefského
chovani, sniZzuje taktilni stimulaci, ktera sehrava vyznamnou roli v pozitivnim

vyvoji potomka (Slamberova et al. 2005b). Zhorsené vysledky v testu negativni
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geotaxe €i vzpfimovaciho reflexu pouze u skupiny mladat exponovanych MA
nepiimo prostiednictvim matefského mléka naznaduji ve studii Sevéikové et al.
(2017) dulezitou roli mateiské péce o mladé. U skupiny intaktnich matek, ve které
byla injekéné exponovana mlad’ata, vysledky ukazaly, Ze nedoSlo ke zménam
v matetské péc€i a také, Ze neonatdlni pifimé expozice MA mladatim nevedla
k deficitim v somatosenzorickém vyvoji b&hem prvnich dni po porodu
(Sevéikova et al. 2017). Tato zjisténi podporuji nasi domnénku, Ze vyrazngjsi vliv
na Casny postnatalni vyvoj mldd’at miize mit spiSe materska péce nez samotny
ucinek drogy.

Jednim z naSich ptfedpokladii, pro¢ ma vyraznéj$i negativni ucinek
na chovani dospélych zvifat neonatdlni pfima expozice MA subkutanné
V porovnani s nepfimou expozici prostfednictvim matefského mléka je, Ze ti¢inek
neonatdlni expozice piimo vpichem ma okamzity G€inek na mladé a nepodléha
biodegrada¢nimu mechanismu v téle matky, jak je to pfi pfenosu ucinku
prostiednictvim matefského mléka. Polo¢as rozpadu MA u potkanu predstavuje
piiblizné 70 minut (Cho et al. 2001; Melega et al. 2007). V tomto ¢ase matky,
kterym byla aplikovana droga, vynakladaji vice energie na péci o sebe a vénuji
mensi pozornost matefskym aktivitam. Navic ddvka MA 5 mg/ml/kg vede
K vytvareni stereotypnich forem chovani, matka pobiha po kleci, Cisti se mimo
hnizdo, mlad’ata béhem prvnich dni po porodu nemaji Sanci se pfisat, dokud
ucinek drogy u matky nevymizi. To by mohlo znamenat, ze jsou vystaveny
ucinkiim MA v niz§ich ddvkach nez mladd’ata exponovana drogou injekéné. Navic
mechanismus uc¢inku MA pii neptimé expozici prostfednictvim matefského mléka
probihd pomalym vstiebavanim z gastrointestindlniho traktu mladéte. Studie
porovnavajici vliv injek¢éni aplikace drogy a drogy uZité per oS piipisuji
vyraznéj$i ucinek injekéni aplikaci. Rambousek et al. (2014) ve své studii
demonstruje pfitomnost MA nejen v plazmé a mozku exponovanych matek, ale
také v matefském mléce, které bylo odebrano ze zaludku mlad’at téchto matek.
Ptenos drogy prostfednictvim matefského mléka potvrzuje také ptitomnosti MA
a jeho degrada¢nimu metabolitu, amfetaminu, v séru (0,1-1 ng/ml) a mozku (1-10
ng/g) odebranych z mladat exponovanych MA v davce 5 mg/ml/kg béhem PD

1-21. Do jaké miry se ale pfenasi uc¢inek MA z matky na mladé prostfednictvim
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matefského mléka, neni zatim zcela objasnéno. Na to, abychom mohli Iépe
vysvétlit nejenom behaviordlni nasledky vlivu neonatalni expozice MA béhem PD
1-11, ale také miru prenosu MA po nepiimé a piimé aplikaci drogy, bude potteba
udé¢lat doplnujici experimenty, které budou zkoumat koncentrace MA v mozku

a séru mladat, stejn¢ jako v matefském mléce po nepiimé a ptimé expozici MA.

7.3 KRITICKE VYVOJOVE PERIODY PRO UCINKY
METAMFETAMINU NA CHOVANI ZVIRAT
V DOSPELOSTI

Podrobna analyza vysledkii této studie, ziskanych zraznych testq,
sledujicich vliv aplikace MA na chovani potkanii v dospélosti, upozoriiuje na fakt,
jak vyznamnou a kritickou miiZe byt prenatdlni ¢i neonatdlni aplikace drogy
béhem riznych stadii vyvoje mozku plodu. Existuji studie, které ukazuji, Ze
amfetaminy ovliviiuji zakonCeni neuront, zasahuji do maturace struktur mozku,
které se postupné zacinaji vyvijet od 14. -15. dne gestace u potkantt (Andersen
2003; Whitaker-Azmitia 1991; Zheng and Purves 1995). Proto aplikace v ¢asnych
stadiich gravidity nemusi ovlivnit vyvoj mozku plodu a zplsobit tak funkéni
zmény struktur, na rozdil od pozdé&jsich fazi gestace ¢i laktace, kdy je vyvijejici se
a dozravajici neurotransmiterovy systém vice senzitivni na ucinek drogy. Della
Grotta et al. (2010) ve své studii uvadi, ze 84,3 % te€hotnych, drogové zavislych
zen uzivdi MA béhem prvniho trimestru, 56,0 % v druhém trimestru
a 42,4 % téchto Zen pokracuje suzivanim MA také b&hem tietiho trimestru.
Negativni u¢inky MA na vyvoj potomstva zavislych matek je uz podrobné
ptezkouman pocetnymi klinickymi a experimentalnimi studiemi. Doposud neni
ale zcela zndmo, které obdobi gestace u lidi je tim nejkritictéjSim, nejvice
senzitivnim, pro negativni u€inky této drogy? Proto hlavnim cilem mé disertacni
prace bylo zjistit, ktera z expozici MA, vystavenych béhem raznych neuro-
ontogenetickych stadii potkanti, mé zasadné&jsi vliv na jejich chovani v dospé€losti
a urcit tak kritickou vyvojovou periodu pro Géinky této drogy. Na to, abychom
zavery na$i preklinické studie ziskané z testovani laboratorniho potkana mohli

aplikovat na klinické studie, stanovili jsme aplikac¢ni periody expozice MA tak,
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aby odpovidaly vyvojovym obdobim CNS u lidi béhem prvniho, druhého a tieti
trimestru gravidity (Andersen 2003; Clancy et al. 2007; Rice and Barone 2000D).

Vysledky této studie potvrdily naSi hypotézu, Ze negativni u¢inky aplikace
MA matkam na jejich potomstvo se budou liSit v zavislosti na dobé& aplikace.
Zvitata exponovana MA b&éhem ED 12-22 a PD 1-11, coZz odpovida druhé
poloviné druhého trimestru a tfetimu trimestru prenatdlniho vyvoje u lidi,
dosahovala v dospélosti ve vSech testech vyznamnéjsi deficity v chovani
nez aplikace drogy béhem ED 1-11 u potkanti, coz odpovida prvnimu trimestru
a prvni poloviné druhého trimestru u lidi. Statistick4 analyza vysledkt této studie
ukdzala, Zze zvifata exponovand MA b&hem PD 1-11 mnohem vice aktivné
vyhledavala komoru spojenou s aplikaci drogy vtestu CPP. Vysledky testu
socialniho chovani v testu SIT ukazaly, ze zvifata exponovana MA béhem ED
12-22 a PD 1-11 vyhledavala mnohem méné kontakt druhého zvitete. Redukce
motorické aktivity byla zaznamenana v nejvyssi mife u zvifat exponovanych MA
béhem PD 1-11, testovanych v SIT a testu Laboras. Nejvyrazné&jsi deficity v uceni
byly patrné u skupin zvitat exponovanych MA béhem PD 1-11. Nejvyznamnéjsi
dopad na schopnost zapamatovat si polohu skrytého ostriivku v testu MWM meéla
expozice MA béhem ED 12-22.

Pro¢ je tomu tak? Je dobfe zndmo, ze MA zprostfedkovava sviyj ucinek
na CNS pusobenim na monoaminy, jejich transportéry a receptory v dané oblasti
mozku, charakteristické pro zprostiedkovani ur¢ité formy chovani (Kish et al.
2008; Rothman et al. 2001). Experimentalni studie s pouzitim rtznych technik
(antagonisty monoamint, léze, mikrodialyza) odhalily, Ze meso-limbicka
dopaminova dréha, prestupujici strukturami jako napf. nucleus accumbens,
dorsomedialni a dorsolateralni striatum, bazalni ganglia, hraje vyznamnou roli
v odpovédi organismu na uziti drogy, ve vzniku drogové zavislosti a v motorické
aktivit¢ (Belin and Everitt 2008). Dalsi struktury zapojené do neuronalniho
okruhu dopaminove drahy, ventralni tegmentalni oblast, medialni prefrontalni
kara a amygdala, hraji dalezitou roli nejenom ve vzniku drogové zavislosti, ale
také v socialnim chovani, v utvafeni pamétové stopy (Rice and Barone 2000b).
Pyramidové neurony CAl a CA3 septdlni ¢asti hipokampu, tzv. ,place cells*

piedstavuji misto, kde dochazi ke zpracovavani informaci o prostoru, k prostorove
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navigaci a vytvoreni kognitivni mapy (Moser et al. 2008). U potkanti probiha
neurogeneze nejvice v kortikalni a subkortikalni oblasti v ED 9,5 az PD 15,
u lidi probiha kortikalni neurogeneze az do 2,5 roku Zivota (Semple et al. 2013).
Striatum (putamen, caudatus), nucleus accumbens, bazalni ganglia se zacinaji
formovat béhem ED 12-13 u potkana, 5. -7. tyden gestace u ¢lovéka. Neurogeneze
hipokampu, amygdaly a limbického systému probiha u potkana od ED 14 (laria et
al. 2003; Rice and Barone 2000b). Vrchol regionalni neurogeneze probiha
piiblizné v poloviné gestaéniho obdobi potkant (ED 14-15). Od tohoto obdobi se
postupné zacinaji objevovat prvni neurotransmiterové bunky (Andersen 2003;
Rice and Barone 2000b). Vytvareni synaptickych spojeni probiha u potkant
béhem ED 18 az PD 19-21, u ¢lovéka 34. -36. tyden gestace (Andersen 2003;
Workman et al. 2013). Akumulace dopaminu, vyvolana ptisobenim MA v téchto
oblastech mozku, zvySuje tvorbu volnych kyslikovych radikalt a destrukci
mitochondrii, coz vede k poSkozeni monoaminovych nervovych zakonceni
(Jablonski et al. 2016; Jablonski et al. 2015; Ricaurte et al. 1984). Bylo
prokazano, Ze prenatalni a neonatalni expozice narusuje vyvoj mozku plodu tim,
ze naruSuje drahy signalni transdukce, syntézu proteinli az samotnou DNA. Tyto
ucinky vedou k dlouhodobym neurobehavioralnim deficitim, které se mohou
projevit pozdéji v zivoté (Davidson et al. 2001; Chang et al. 2009; Chang et al.
2004; Ricaurte et al. 1984; Seiden et al. 1993). Jak popisuji jiné studie, ucinek
MA nezavisi jenom na davce, zpusobu podani ¢i délky expozice, ale také na
nacasovani aplikace béhem urcitych kritickych fazi vyvoje CNS. Vysledky nasi
studie vSechny zmiflované tvrzeni podporuji. Na zéklad¢ vysledkt nasi prace lze
fici, Ze kritickou vyvojovou periodou pro uéinky MA na chovani zvifat
v dospélosti je druhd polovina prenatalniho vyvoje a Casné postnatalni obdobi
u laboratorniho potkana, coz odpovida piiblizn¢ druhému a téetimu trimestru

prenatélniho vyvoje u lidi.
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8

ZAVER

Z nasich vysledkl vyplyvaji nasledujici zavéry:

8.1 VLIV METAMFETAMINU NA BEHAVIORALNI TESTY

8.1.1 Test podminéného vyhledavani drogy (CPP)

>

Prenatalni expozice MA béhem ED 1-11 a ED 12-22 neovlivnila
vyhledavani drogy v dospélosti.

Neonatalni expozice MA béhem PD 1-11 neovlivnila vyhledavani drogy
Vv dospélosti.

Akutni aplikace MA v dospélosti vedla k vytvoieni drogové zavislosti.
Samci stravili vice ¢asu v komorach asociovanych s aplikaci drogy nez

samice.

8.1.2 Test socialnich interakci (SIT)

>

>

Prenatalni expozice MA béhem ED 1-11 a ED 12-22 vedla k redukci
socialniho chovani a motorické aktivity v dospélosti.

Neonatalni expozice MA béhem PD 1-11 snizila socialni chovani
a motorickou aktivitu v dospélosti.

Akutni aplikace MA v dospélosti vedla ke sniZzeni socialnich interakci
a ke zvySené motorické aktivité.

Samice stravily vice ¢asu socidlnim chovanim nez samci. Samci stravili
vice Casu horizontalni motorickou aktivitou nez samice, zatimco samice
stravily vice ¢asu vertikalni motorickou aktivitou nez samci.

Samice Vv P/E stravily vice c¢asu socidlnim chovanim neZ samice
v M/D.

Samice byly citlivéjsi na akutni podani MA ve fazi P/E.

8.1.3 Test Laboras

>

Prenatalni expozice MA béhem ED 1-11 vedla kredukci motorické
aktivity v dospélosti, zatimco prenatalni expozice MA béhem ED 12-22

neméla na motorickou aktivitu v dospélosti vliv.
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>

>

Neonatalni expozice MA béhem PD 1-11 neméla vliv na motorickou
aktivitu v dospélosti.
Samice byly aktivnéj§i nez samci a akutni aplikace MA v dospélosti

mezipohlavni rozdily v motorické aktivité zvyraznila.

8.1.4 Test Morrisova vodniho bludisté (MWM)

>

8.2

Prenatalni expozice MA béhem ED 1-11 vedla k zhorSeni vysledk testu
uéeni a paméti v dospélosti, zatimco prenatalni expozice MA béhem ED
12-22 nemeéla na uceni a pamét’ v dospélosti vliv.

Neonatalni expozice MA béhem PD 1-11 bez ohledu na pfimou/neptimou
expozici zhorsila vysledky testu uc¢eni v dospélosti.

Neonatalni expozice MA béhem PD 1-11 pfimo s.c. vedla ke zhor3eni
vysledka testu paméti v dospélosti.

Akutni aplikace MA v dospélosti neovlivnila test uceni bez ohledu na
prenatalni/neonatalni expozici, zatimco vedla ke zlepSeni vysledka testu
paméti u zvifat exponovanych béhem ED 12-22.

Akutni aplikace MA v dospélosti zvysila rychlost plavani u samcti béhem
faze uceni.

Samice dosahovaly horSich vysledki v testu u¢eni a paméti nez samci,
navic tyto mezipohlavni rozdily byly vyraznéjsi po prenatdlni a neonatalni

expozici MA.

VLIV NEPRIME A PRIME EXPOZICE

METAMFETAMINU V PRUBEHU NEONATALNIHO OBDOBI

>

Expozice MA nepiimo prostfednictvim matetského mléka méla zasadnéjsi
vliv na aktivni vyhledavéani drogy v dospélosti v testu CPP.

Expozice MA piimo s.c. vedla k vyrazngjsi redukce socidlniho chovani
a vertikalni motorické aktivité¢ v dospélosti, testované v SIT.

V testu Laboras nebyly nalezeny rozdily v negativnim dopadu na
motorickou aktivitu mezi nepfimou a ptfimou expozici MA.

Expozice MA piimo s.c. méla zasadngjsi vliv na vytvofeni kognitivnich

deficita v testu MWM.
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8.3 KRITICKE VYVOJOVE PERIODY PRO UCINKY

METAMFETAMINU NA CHOVANI ZVIRAT V DOSPELOSTI

» Kiriticka vyvojova perioda pro uc¢inky MA na aktivni vyhledavani drogy
Vv testu CPP je perioda neonatalni expozice béhem PD 1-11.

» Kritické vyvojové periody pro ucinky MA na socialni chovani v testu SIT
jsou periody prenatalni expozice béhem ED 12-22 a neonatalni expozice
béhem PD 1-11.

» Kritickd vyvojova perioda pro uc¢inky MA na motorickou aktivitu v SIT
a testu Laboras je perioda neonatéalni expozice bechem PD 1-11.

» Kiritické vyvojové periody pro ucinky MA na kognitivni funkce v testu
MWM jsou periody prenatalni expozice béhem ED 12-22 a neonatalni

expozice béhem PD 1-11.

Hlavnim cilem mé disertaéni prace bylo zjistit, ktera zexpozici MA,
vystavenych béhem riznych neuro-ontogenetickych stadii potkanii, mé zasadnéjsi
vliv na jejich chovani v dospélosti a uréit tak kritickou vyvojovou periodu
pro ulinky této drogy. Na to, abychom zavéry nasi preklinické studie ziskané
z testovani laboratorniho potkana mohli aplikovat na klinické studie, stanovili
jsme aplikacni periody expozice MA tak, aby odpovidaly vyvojovym obdobim
CNS u lidi béhem prvniho, druhého a tfeti trimestru gestace.

Tato studie testovala vliv prenatalni a neonatalni expozice MA na aktivni
vyhledavani drog, na vzdjemné chovani dvou jedincl, na chovani jedince
V neznamém prostiedi a na uceni a pamét’ dospélych potomki ovlivnénych matek.
Zjistili jsme, Ze prenatalni ani neonatdlni expozice MA béhem riznym stadii
neuro-ontogenetického vyvoje potomkd ovlivnénych matek nemd vliv
na vytvotreni drogové zavislosti u téchto zvitat v dospé€losti. Dale jsme zjistili, Ze
prenatélni a neonatélni expozice MA vedou k redukci socidlniho a nesocialniho
chovani. Rovnéz bylo zji$téno, ze prenatalni a neonatalni expozice MA vedou ke
kognitivnim deficitim exponovanych mlad’at v dospclosti. NaSe vysledky
podporuji tvrzeni, Ze prenatalni a neonatéalni expozice MA v davce 5 mg/mi/kg

muze negativnim zplisobem zasahovat do vyvoje mozku plodu laboratorniho
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potkana, kterych nasledky se projevuji dlouhotrvajicimi zménami v chovani
zvifat. Psychomotoricky uc¢inek MA v davce 1 mg/ml/kg byl prokdzan zvysenim
motorické aktivity zvifat. Déle jsme zjistili, Ze akutni aplikace MA v dospélosti
snizuje socialni kontakt dvou jedinct. DalS§im zjisténim bylo, Ze samice jsou
vSeobecné aktivnéjsi nez samci a ze akutni davka MA mezipohlavni rozdily
v motorické aktivité jeSté zdlraznuje. V naSi studii jsme také prokazali vliv
hladiny pohlavnich hormont na chovani samic v zavislosti na fazi ovarialniho
cyklu. Potvrdili jsme také, ze samice dosahuji horSich vysledkt v kognitivnich
testech.

Pti porovnani miry vlivu neonatalni expozice MA na chovani dospélych
zvitat, podavané¢ dvéma zplsoby, nepiimo prostfednictvim matefského mléka a
piimo subkutanné mlad’atim béhem PD 1-11 jsme zjistili, ze zasadnéjsi vliv na
chovani exponovanych zvifat ma piima expozice MA s.c. Na to, abychom mohli
Iépe vysvétlit nejenom behaviordlni nasledky vlivu neonatalni expozice MA
beéhem PD 1-11, ale také miru pfenosu MA po nepiimé a pifimé aplikaci drogy,
bude potieba ud¢€lat dopliujici experimenty, které budou zkoumat koncentrace
MA v mozku a séru mlad’at, stejn¢ jako v matetském mléce po nepiimé a piimé
expozici MA.

Na zakladé vSech naSich zjisténi jsme dospéli k zavéru, ze Kritickou
vyvojovou periodou pro ucinky MA na chovéni zvifat v dosp€losti je druha
polovina prenatalniho vyvoje a ¢asné postnatalni obdobi u laboratorniho potkana,
coz odpovida piiblizné¢ druhému a tfetimu trimestru prenatalniho vyvoje u lidi.
NaSe prace piisp&je k objasnéni mechanismti vzniku drogové zavislosti a jejich
negativnich nasledkii na vyvijejici se potomstvo. NaSe vysledky prohloubi
dosavadni poznatky o ucincich MA na vyvijejici se mozek béhem prenatalniho
a Casn¢ postnatalniho vyvoje. Tyto poznatky mohou byt vyuzity pro vytvofeni
preventivnich programii a strategickych postupti pti 1écbé drogové zavislosti
u tehotnych Zzen. Urceni kritického obdobi pro uU¢inky MA miize pfispét
k uptesnéni nacasovani vysazeni drog u té¢hotnych zen a docilit tak minimalni

zasah drogy do vyvoje CNS potomki téchto zen.
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