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ABSTRAKT

Perinatalni hypoxie je souhrnné oznaceni pro hypoxicky inzult prob&hly v perinatalnim obdobi.
Zviteci modely v pribéhu let uspé€$né reprodukovaly hypoxické podminky a prohloubily
znalosti mechanizmt poSkozeni mozku. Pfednim zastupcem je Rice-Vannucciho zvifeci model,
ktery vyuziva jednostranny podvaz spole¢né krkavice s néslednou expozici hypoxickému

prostiedi.

Sedmidenni mysi mlad’ata kmene CS57BL/6NTac podstoupila jednostranny podvaz pravé
spolecné krkavice a byla exponovana hypoxickému inzultu pobytem v komoie s 8% obsahem
kysliku (modifikovany Rice-Vannucciho model). Byly vytvotfeny téz experimentalni skupiny s
izolovanym podvazem pravé spolecné krkavice nebo izolovanou expozici hypoxickému
inzultu. Pro pozorovani zmén chovani mysi byl vyuzit automatizovany systém pro
dlouhodobou observaci chovani drobnych hlodavcl v laboratornich podminkach s nazvem
LABORAS. Zmény chovani byly sledovany 60. postnatidlni den, a to v n¢kolika rGznych
doménéch chovani. Pro t€ely histologické analyzy byly zkoumény nésledujici oblasti mozku:
kortex, oblasti CA1 a CA3 hipokampu, hilus gyrus dentatus, ventralni a dorsalni list gyrus
dentatus.

Indukovana hypoxie s ischemii vyvolaly podstatné behavioralni i morfologické zmény, které
vedly k vyrazné poruse habituace a poruse schopnosti mysi vyrovnavat se s novymi podnéty.
Zjisténé zmény spontanniho chovani nebyly doprovazeny morfologickymi zménami mozkové
tkan¢ ve skupinach s oddélen¢ indukovanou hypoxii nebo ischemii. Jednotlivé oddélené inzulty
ale byly schopny ovlivnit spontanni chovani v pozdé&j$im vyvoji myS$i. Nami upraveny model
poukazuje na dulezitost a nepostradatelnost behaviordlniho testovani, jelikoZ niz$i mira
hypoxického poSkozeni nebyla morfologicky zjistitelnd, ackoliv zpiisobila vyznamné
behaviordlni zmény. Zajimavym ndlezem jsou zmény v jednotlivych doménéch chovani

z pohledu pohlavné vdzanych rozdilt.



ABSTRACT

Perinatal asphyxia is a condition resulting from hypoxic-ischemic injury in utero or during birth
and causing perinatal morbidity and mortality. Up until now, numerous models of neonatal
hypoxia-ischemia were created and presented simulating brain damage patterns and motor
deficits. Rice-Vannucci model is a leading representative of animal rodent models of hypoxic
injury. It uses unilateral ligation of the common carotid artery in combination with exposure to

hypoxic environment.

Seven-day-old mouse pups underwent unilateral ligation of the common carotid artery in
combination with exposure to 8 % oxygen hypoxic air (Rice-Vannucci model modification).
Experimental groups with isolated carotid artery ligation or only exposure to hypoxia were
created, too. To assess the spontaneous behavior changes of mice we used an automated system
for the continuous tracking of small rodent behavior (LABORAS ™). On postnatal day 60, the
spontaneous behavior of mice was analyzed in various behavioral domains. The observed areas
for histological analysis were the cerebral cortex, CA1 and CA3 regions of the hippocampus,

hilus, and the dorsal and ventral blades of the dentate gyrus.

Induced hypoxia and ischemia together generated substantial behavioral and morphological
changes which led to significant differences in behavioral profiles for habituation and the ability
of mice to cope with novelty. In contrast, the observed alterations in the spontaneous behavior
were not accompanied by morphological changes in groups with separately induced hypoxia or
ischemia. Nonetheless, the isolated insults significantly influenced the spontaneous behavior of
these mice later in life. Our adapted animal model indicates the importance of behavioral
testing, since mild hypoxic damage may not be morphologically detectable but may induce
substantial behavioral changes in adult mice. An interesting outcome of the present study is that
perinatal hypoxia resulted in generation of sex-specific consequences in some behavioral

domains.
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LABORAS automatizovany systém pro dlouhodobou observaci chovani drobnych

hlodavci v laboratornich podminkach

LPS lipopolysacharidovy komplex

M molarni koncentrace

MBP myelinovy bazicky protein

MR magnetickd rezonance

N.s. nesignifikantni

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NADH nikotinamidadenindinukleotidfostat
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pCO2 parcialni tlak oxidu uhli¢itého

PND postnatalni den
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1 UVOD

1.1 Hypoxie

1.1.1 Vymezeni pojmii

Hypoxie je chapéna jako nedostatek kysliku ve tkanich, anebo presnéji jako stav, kdy nabidka
kysliku tkanim neni dostatecnd k pokryti aktudlnich potfeb bunééného metabolismu (Murray,

1976).

Jako asfyxie se oznacuje stav, pii némz se rozviji hypoxémie (pokles pO: v arteridlni krvi) a
hyperkapnie (zvySeni pCO2 v arterialni krvi) s metabolickou acidézou. Pti sniZeni ¢i zamezeni
dodavky arteridlni krve do tkan€ mluvime o ischémii, ktera je jednou z hlavnich pfi¢in vzniku

tkanové hypoxie (Murray, 1976).
1.1.2 Klasifikace hypoxie

Hypoxii je mozné d¢lit na zakladé mnoha hledisek, kdy kazdé z nich zastupuje jeden konkrétni
dominujici aspekt. S ohledem na délku trvani je mozné hypoxii rozdélit na akutni a
chronickou. Podle rozsahu postizeni na celkovou a mistni (Trojan, 1989). Klasicky se hypoxie
¢leni na ¢tyti zakladni typy na zdkladé toho, kterd ¢ast osy atmosfeéricky vzduch — obéh — krev
— tkan vykazuje dominantni odchylku od fyziologické normy. Hypoxicka hypoxie (zplisobena
napft. pobytem ve vysoké nadmoiské vysSce) kdy pii1 poklesu pO, nastdva hypoxémie (snizené
syceni krve kyslikem). Stagnaéni hypoxie vznika pii nedostate¢ném priitoku krve, kdy neni
kyslik v adekvatnim mnozstvi dodavéan tkanim, ackoliv je pO, 1 hladina hemoglobinu normalni.
Anemicka hypoxie nastava, pokud je arteridlni pO, v normé, ale je snizeno mnozstvi celkového
hemoglobinu a je omezena schopnost krve transportovat kyslik. Pti histotoxické hypoxii tkané
nemohou kyslik efektivné vyuzivat. Piikladem mutze byt blokada oxidoredukcnich

enzymovych soustav (napf. otrava kyanovodikem) (Tab.1) (Jilek, 1970).

Stran disledkll je moZno hypoxii délit podle intenzity: Hypoxie funkéni, ktera vede ke
slozitému souboru reflexnich a humorélnich odpovédi. Hypoxie adaptacni, kdy se organismus
jiz musi adaptovat metabolickou pfestavbou na trovni bunck. Hypoxie destrukéni, u niz

energeticky metabolismus buiiky nezvladne zachovat vnitini uspofadani zivé hmoty. Anoxie,

11



kterd znamena praktické vycerpani zasob kysliku v organismu, ¢imz vede k poruseni vSech

bun¢k nezavisle na jejich vyvojové zralosti nebo funkcei (Mares J., 1985, Kittnar, 2011).

Tabulka 1 Klasifikace hypoxie

typ mechanizmus vzniku priklad

hypoxicka Iparcialniho tlaku kysliku v atmosféie vystup do 1 nadmotské vysky, nahla dekomprese
stagnacni neadekvatni cévni zasobeni globalni — Sok, lokalni — tromboza, embolie
anemicka Itransportni kapacity krve pro 0, (| Hb) anémie, otrava CO

histotoxicka | poskozeni enzymu respiracniho fetézce otrava kyanidem draselnym

1.1.3 Hypoxie a mozek

Mozek spottebovava piiblizné 20 % klidové minutové spotieby kysliku, pti pouhych 2%
hmotnosti dosp€lého Cloveéka. M4 nejvyssi prioritu pro adekvatni oxygenaci a vysoké
energetické pozadavky spolecné s malou anaerobni toleranci, coz jej ¢ini vulnerabilnim
k hypoxickému inzultu (Myslivecek, 2009, Barrett & Ganong, 2010, Riljak et al., 2016,
Myslivecek, 2020).

1.1.3.1 Kompenzacni schopnost nervové tkané

MW

patofyziologickym jevem vedoucim k nenavratnému poskozeni mozku. V ramci
kompenzac¢nich mechanizmli dochazi v prvnim kroku k autoregulaci pratoku krve mozkem. Jde
o fyziologickou reakci vedouci k udrzeni stalého krevniho pratoku mozkem nezavislou na
zménach systémového krevniho tlaku. Posléze dochazi k redistribuci srde¢niho vydeje, kdy je
preferovan mozek a myokard na tikor splanchniku, ledvin a kiize. Vzestup arterialniho krevniho
tlaku z diivodu vyplaveni adrenalinu posiluje tuto kompenzac¢ni odpovéd’. Ischémie nervové
tkdné€ s funkénimi dopady na aktivitu neuronil vznika pti poklesu pritoku mozkem pod 50 %.
Kdyz se snizi pritok krve pod 30 %, nastanou nevratné zmény vedouci ke strukturdlnimu

poskozeni neuront (Grosenbaugh et al., 2018).

1.1.3.2 Adaptabilita nezralého mozku

U vyvojové nezralych tkani, mezi které patii i nervova tkan, probiha odpovéd’ na poskozeni
odliSnym zpiisobem nez u tkani vysoce diferencovanych. Tato odpoveéd’ je v mnohém odlisna,

pokud srovname stejny d¢j u mlad’at a v dospélosti. Lze fici, ze zivoCichové vyvojove nezrali

-----
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nastava pfedevs$im v perinatalnim obdobi. Je pravdépodobné, ze se lepsi odolnost viici hypoxii
u mlad’at vyvinula diky selekci, nebot’ byla pro organismus vyhodou z hlediska evoluce

(Cremer, 1982, Trojan et al., 2000).

Zména vzijemného poméru aerobniho a anaerobniho metabolismu, pfedevsim vyssi podil
anaerobni glykolyzy, jsou podstatou zvySené odolnosti mlad’at (Nalivaeva et al., 2018). Stejny
hypoxicky inzult vyvold u nezralého organismu ve srovnani s dospélcem vyssi akumulaci
laktatu, coz podporuje veEtsi schopnost mlad’at ziskavat energii pravé anaerobni glykolyzou
(Nehlig & Pereira de Vasconcelos, 1993). Tyto nalezy potvrzuje rovnéz vysoky obsah
glykogenu v nervové tkéni novorozenych potkanti béhem obdobi hypoxie. Glykogen je ve
srovnani s glukdézou také mnohem efektivnéji vyuzivan, kdy je zisk makroergnich vazeb o

30 % vyssi (Vannucci, 1990).

Dalsi dulezity rozdil mezi nezralym a zralym mozkem mulzeme pozorovat na urovni
hematoencefalické bariéry, kterd u nezralych mlad’at vykazuje zvySenou permeabilitu ve
srovnani s dospélymi. To vede k rozdilné zanétlivé odpovédi z diivodu piechodu zvyseného

mnozstvi imunoglobulinu G (Muramatsu et al., 1997, Millar et al., 2017).

Nezraly mozek je na jedné stran€ schopen efektivné kompenzovat hypoxii, nicméné pokud

nakonec dojde k energetickému selhani, a tedy k bunéénému poSkozeni, zanétliva reakce

[ 24

Riljak et al., 2016).

1.1.3.3 Neuroplasticita

Plasticita je schopnost nervového systému reagovat na zmény vnitiniho a zevniho prostiedi,
pfipadné se jim pfizpisobit, a to za fyziologickych i nefyziologickych stavii (Pokorny, 1996).
Plasticitu mtizeme rozd¢lit na zakladé dvou charakteristickych projevii: prvni typ oznacujeme
jako ,, funkéni*‘ a je pro néj typicky rychly nastup a reverzibilni zmény; druhy typ oznacujeme
jako ,,adaptacni‘‘ a je charakterizovan zménou exprese genotypu ve fenotyp (Trojan &

Pokorny, 1999).

Neuroplastické mechanizmy jsou zaloZeny na zméné vztahli mezi neurony (napf. mnoZzstvi

zapojenych neurondlnich okruhil) nebo na modulaci pfenosu signalu na trovni synapse (napf.
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aktivita receptoril na postsynaptické membrané, vydej neurotransmiteru). Vysledkem je uprava
komunikace mezi jednotlivymi neurony nebo vzajemnych vztahii funkénich center mozku.
Odrazem neuroplastické aktivity mohou byt zmény stavby neurond (rlst jejich vybeézki,
aktivace proteosyntézy, tvorba a vydej mediatort, aktivace receptord, vytvareni synapsi, iprava
aktivity iontovych kanald). Pro aktivaci neuroplastického procesu je dilezity typ plsobiciho
faktoru, moznosti odpovédi organismu a citlivost jednotlivych struktur. Proto ma jiny efekt
zasah, jenz pusobi intrauterinné, béhem narozeni, postnatalné¢ a v dospélosti. Stejn¢ tak hraje
vyznamnou roli 1 individudlni citlivost organismu. Reparacni plasticitu lze oznacit jako
schopnost neuront obnovovat svoji porusenou funkci. Vedle funkce reparacni se setkdvame
také s plasticitou reaktivni (pii kratkodobé expozici vyvolavajiciho inzultu) a adaptacni (pfi

dlouhodobém piisobeni vyvolavajiciho inzultu) (Trojan et al., 2004).

1.1.3.4 Mechanizmus poSkozeni hypoxii na bunécné urovni

Mechanizmus poskozeni builkky miZzeme rozdélit do tii fazi (obr. 1). Prvni faze,
charakterizovand primarnim energetickym selhanim, trva fadové minuty. Poskozeni bunck
obecné vznik4, klesne-li pO2 pod 0,133 kPa (1 mmHg) (Chance & Williams, 1955). Pokles pO2
vede ke snizené oxidativni fosforylaci a nasledné k ubytku ATP (Mourek, 1980, LaManna et
al., 1984, Riljak et al., 2016). Nasledné dojde k pfesmyku na anaerobni metabolismus, kde se
hlavnim energetickym zdrojem stane anaerobni glykolyza. Neuron metabolizuje vedle glukdzy
1 laktat a acetoacetat (Takata et al., 2004). I ptes snahu o kompenzaci deficitu v§ak nakonec
dochdzi  k energetickému selhani. Intracelularné se  hromadi  metabolity,
nikotinamidadenindinukleotid (NADH), laktat a snizuje se pH (Foster et al., 2005). Snizeni
energetickych rezerv ma za nésledek poruchu funkce membranovych iontovych kandld a
intracelularni hromadéni Na*, Ca?*, CI- a vody (Kozler et al., 2002, Martinez-Sanchez et al.,
2004). Extracelularné se zvysuje mnozstvi K*. Tyto procesy zpusobuji depolarizaci membrany
(Graham et al., 1993). Pii depolarizaci se také ze synaptickych vackt v axondlnim zakonceni
uvoliuje glutamat, ktery se vaze na NMDA (N-metyl-D-aspartat) a na non-NMDA receptory a
potencuje timto tok Na® do burniky. Toto nasledné vede k depolarizaci postsynaptické
membrany, otevieni NMDA kanalu a proudéni Ca*" do postsynaptického neuronu. Zvysena
hladina intracelularniho Ca®* aktivuje lipazy, proteazy a nukleazy, které se nasledné podileji na
poskozeni bunécné integrity (Verma, 2001). Vyznamné je plsobeni fosfolipazy, ktera
zpusobuje deesterifikaci membranovych fosfolipidii a uvolnéni volnych mastnych kyselin
(Lipton, 1999). Z uvolnénych fosfolipidl se poté tvoii kyselina arachidonova (Marro et al.,

1994, Vannucci & Perlman, 1997), ktera vyvola invazi neutrofili a zménu pritoku krve.
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Aktivované leukocyty produkuji fadu enzymil proteolyzy, které méni permeabilitu kapilér a

vedou k edému bunék. V reakci na tuto fazi nastane casny bunéény zanik.

Bezprosttedné po obnoveni oxygenace hypoxicky zasazené oblasti okyslicenou krvi nastupuje
latentni faze (Matéffyova et al., 2006). Je to obdobi charakterizované obnovenim bunééného
metabolismu, pfedchazejici nastup sekundarni faze poSkozeni. Délka latentni faze je nepiimo
umeérnd intenzité¢ hypoxického inzultu — vétsi intenzita inzultu zkracuje latentni fazi (Iwata et
al., 2007). Typicky toto obdobi trvda 6 hodin a reprezentuje Casové okno vhodné pro
terapeutickou intervenci s cilem minimalizovat sekundarni poskozeni mozku (Laptook, 2009,

Cotten & Shankaran, 2010).

Druha faze, charakterizovana excitotoxicitou, oxidativnim stresem a zanctem, probihd
v obdobi od 6 do 48 hodin po hypoxicko-ischemickém (HI) inzultu. V priibéhu reoxygenace,
tedy obnovy oxidativniho metabolismu, dochdzi ke zvySené tvorbé kyslikovych radikald, které
vznikaji v mitochondriich pfi redukénich procesech (Tan & Parks, 1999, Monje et al., 2000,
White et al., 2000). Volné kyslikové radikaly peroxidaci membranovych lipidQ narusuji
integritu bunécné membrany (Surai et al., 1999). Prakticky vSechny bunécné soucésti jsou
senzitivni k poSkozeni volnymi kyslikovymi radikéaly (Kalous & Drahota, 1996). Jejich u¢inky
jsou hlavnim mechanizmem bunééného poskozeni pii reperfuzi (Vannucci & Perlman, 1997).
Volné kyslikové radikdly zptsobuji poskozeni mitochondrii, které vede k dal§i produkci
kyslikovych radikali. Béhem ischemického inzultu je indukovdna NO-syntaza (NOS)
(Delivoria-Papadopoulos & Mishra, 2004), kterd produkuje nadbytek oxidu dusnatého, ktery
pusobi neurotoxicky (Verma, 2001, Rodrigo et al., 2004). Popsané procesy kolapsu bunécné
energetické pfemény, piisobeni kyslikovych radikald, nahromadéni Ca?* v buiice (Hedrick et
al., 2005), neurotoxicita oxidu dusnatého (NO) a glutamatu a acidéza vedou ke ztraté
membranové integrity, progresivni proteolyze, k poskozeni strukturniho uspotradani bunky a ke
ztraté kontroly nad obranou proti témto procestim (Lipton, 1999, Hagberg et al., 2004). Veskera
vySe popsana sekvence pochodi vede ke vzniku chronické zanétlivé odpovédi a k tzv.

pozdnimu bunéénému zéaniku.

Treti faze, trvajici dny az mésice po HI inzultu, je charakterizovana exacerbaci bunééného
poskozeni a chronickym zanétem. V nervové tkani dojde k narusSeni zrani oligodendrocyti,
zméndm procesu synaptogeneze a poskozeni axondlniho ristu. VSechny tyto faktory omezuji

plastickou regenerativni schopnost mozku a vedou k jeho funkénimu poskozeni.
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Obrazek 1 Mechanizmus poSkozeni na bunééné tirovni

1.1.3.5 Excitotoxicita jako mechanizmus hypoxicko-ischemického poskozeni

Excitotoxicita vyznamné souvisi s druhou fazi sekundarniho energetick¢ého selhani.

Mechanizmy geneze excitotoxicity obecné mizeme rozdé€lit na tzv. klasickou a pomalou formu

(Doble, 1999, Riljak V., 2009):

1.1.3.5.1 Klasicka excitotoxicita
Dle tohoto konceptu se na excitotoxickém poskozeni nebo zéniku buiiky podileji nasledujici tii

mechanizmy (obr. 2):

v

1. Na' - dependentni: Aktivace AMPA/KA receptori a poté aktivace napétové
fizenych Na* kanal vede k influxu Na* do buriky a k dalsi depolarizaci. Opakujici
se depolarizace muze vést k az k funkénimu pietizeni nervové bunky. Influx Na™ je
nasledovan pasivnim vstupem Cl- a dale diky osmotickému gradientu piestupem
H20 do buiiky. Toto vede k narustu objemu buiiky, mechanickému poskozeni
organel az k lyze bunky. Tato tzv. osmoticka komponenta excitotoxicity je vratna,

pokud je depolariza¢ni stimul v¢as odstranén (Kiedrowski et al., 1994).

2. Ca* - dependentni: Pfi opakované depolarizaci se zvySuje koncentrace
intracelularniho Ca®*. Zdrojem Ca?" je extracelularni prostfedi. Pomoci napétové
fizenych kalciovych kanali, NMDA receptori (aktivovanych kyselinou
glutamovou) (Koch & Barish, 1994, Mody & MacDonald, 1995), sniZeni nebo

zhrouceni aktivity sodno-kalciového (Na*/Ca**) vyméniku nebo vyplaveni Ca?*
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nastava mobilizace zasob v bunéénych organelach (aktivaci NMDA receptort, ale 1
dosud nezndamymi mechanizmy). Vzestup intracelularni koncentrace Ca?" je ziejmé
ireverzibilni proces, nebot’ 1 pfi odstranéni stimulu vedouciho k depolarizaci
neuronu dojde k zaniku bunky. Z tohoto divodu je schopnost bunky pufrovat
intracelularni Ca?" chdpéana jako rozhodujici mechanizmus rezistence viaci
excitotoxickému poskozeni (Lukas & Jones, 1994). Nitrobun&tna elevace Ca’* vede
k aktivaci fady enzymatickych systémt, které vedou k nevratnému posSkozeni
homeostazy buiiky, aktivaci nukleaz, fragmentaci DNA, fosforylaci fady proteint
pomoci aktivované proteinkinazy C, destrukci bunééné membrany pomoci
fosfolipazy 2 a v kone¢ném vysledku k zaniku neuronu (Mody & MacDonald, 1995,
Doble, 1999).

3. Glutamatova smycka: V pribéhu zminovanych procest se zvysSuje extracelularni
koncentrace kyseliny glutamové jejim uvolnénim pii lyze okolnich bunék,
uvolnénim pii masivni depolarizaci buiiky nebo uvolnénim Ca?" dependentnim
mechanizmem ze synaptickych vacka. ZvySend hladina koncentrace kyseliny
glutamové v extraceluldrnim prostoru vede k Sifeni vlny depolarizace 1 mimo
pivodni fokus. Okolni buniky se v disledku toho stavaji nachylnéjsi k ptisobeni
plvodni noxy a nasledné se také podileji na uvoliiovani kyseliny glutamové (Doble,

1999).

lyza bunky

poskozeni
mltochondrii/

1 objem bunky 5\ p:rpt:zy‘{zy g}utamét
[ L PR

p—— Na® CI H20 C32+ r—
depolarizace depolarizace

Obrizek 2 Mechanizmus klasické excitotoxicity — uloha Na*, Ca?" a glutamatu.

Prevzato z (Riljak V., 2009).
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1.1.3.5.2 Pomala excitotoxicita

Tento koncept pracuje s teorii, ze excitotoxicky mechanizmus zaniku buniky mtiZze nastat
i bez piisobeni excitotoxinu (Zeevalk & Nicklas, 1990). Disledkem metabolického
poskozeni jsou neurony citlivéjsi k fyziologické hladiné kyseliny glutamové. Klicova
role se pfisuzuje mitochondriim, které vlivem strukturalniho poskozeni nebo poskozeni
enzymu dychaciho fetézce nejsou schopny produkovat ATP, tedy kryt energetické
naroky bunky (pfedevs§im ATP-dependentni procesy). Nejdiive nastane zhrouceni
sodno-draselné (Na“/K*) pumpy udrzujici klidovy membranovy potencial a dale
poskozeni (Na*/K*) vyméniku, coz vede ke slabé depolarizaci neuronu. V dtsledku toho
dojde se zvysenou pravdépodobnosti k otevieni napét'oveé fizenych Na* a Ca?" kanall a
ke zvysené pravdépodobnosti odpovedi buiiky na excita¢ni stimulus (Riepe et al., 1995).
Timto zpisobem muzZe 1 fyziologickd a netoxickd koncentrace kyseliny glutamoveé

spustit excitotoxickou kaskadu (Doble, 1999).

Koncept pomalé excitotoxicity hraje velmi pravdépodobné veliky vyznam u
chronickych neurodegenerativnich onemocnéni, kdy byla prokdzana vyssi incidence

Alzheimerovy choroby u jedincii s perinatalni HIE (Zhang et al., 2013).

Na fenomén excitotoxicity je nutno vzdy nahlizet komplexné€ — jednotlivé déje podilejici se na
excitotoxickém zaniku bunky nelze odd¢lovat. I kdyZ se influx natria fadi mezi mechanizmus
klasické excitotoxicity, neznamena to, Ze se nepodili na vzniku excitotoxicity pomalé. Stejné
tak kolaps elektrochemického sodného gradientu, spole¢né s metabolickym zhroucenim buiiky
vyznamné ovliviiuje Na*/Ca?" vyménik a vede k elevaci koncentrace kalcia v butice, blokaci
efluxu protonti, poklesu pH intracelularné, coz opét vyznamné naruSuje homeostazu bunky

(Riljak V., 2009).

HI poskozeni mozkové tkané vede k vyplaveni kyseliny glutamové a k nasledné aktivaci jak
pre — tak post — synapticky lokalizovanych glutamatovych receptorii. Nasledna elevace zvySeni
intracelularniho Ca®" miize zasahovat do metabolismu mitochondrii a poskozovat je. Navic je
aktivovana tfada enzymi, vcCetné¢ protedz a endonukledz, které nevratné poskozuji buiiku
(Hazell, 2007). Samotna kyselina glutamova poskozuje i nebunééné komponenty nervové
tkang, jako je napf. myelin, zpisobené pravdépodobné akumulaci Ca’* v axonech neuronti a

rozvratem iontové homeostazy na bunécné membran¢ oligodendrocytl (Alberdi et al., 2002).
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HI poskozeni je také vyznamnym mechanizmem vedoucim k edému mozkové tkané. Kyselina
glutamova zde hraje klicovou roli. Kyselina glutamova je fyziologicky pufrovana astrocyty.
Ptekona-li vSak jeji extracelularni koncentrace pufracni kapacitu téchto bunck, je ve zvysSené
koncentraci preménovana na glutamin. Glutamin je vyznamné osmoticky aktivni a vede
k edému astrocytl a k jejich ¢astecné depolarizaci s naslednym uvolnénim kyseliny glutamové
do extracelularni matrix. Piivodné fyziologicky mechanizmus pfemény kyseliny glutamové se
tak op€t méni na patologickou smycku vedouci k potencialnimu poskozeni az lyze nervoveé

tkané (Kimelberg, 1992).

1.1.3.6 Pohlavné vazané zmeny v reakci na hypoxii

Muzské pohlavi mé dvakrat vyssi incidenci perinatalni hypoxie, infekce a intracerebralniho
krvaceni (Hill & Fitch, 2012). Muzské pohlavi je navic citlivéjsi vaci hypoxii a jeji disledky
jsou spojeny s vys§i mortalitou a morbiditou ve srovnani s pohlavim Zenskym. Mezi zavazné
zdravotni dusledky tadime: détskd mozkova obrna (DMO), hluchota, slepota, poruchy
autistického spektra, nebo dyslexie (Donders & Hoffman, 2002, Jarvis et al., 2005, Zhu et al.,
2006, Johnston & Hagberg, 2007, Du et al., 2009, Hill et al., 2011, Hill & Fitch, 2012, Gorelik
et al., 2016, Riljak et al., 2016, Borbelyova et al., 2019, Murden et al., 2019).

Pti studiu morfologickych zmén byly na mysSich modelech prokdzany zmény nejvice v oblasti
hipokampu, kde u muzského pohlavi dochazi k signifikantnimu ubytku nervové tkané a
k demyelinizaci v reakci na stejny hypoxicky inzult ve srovnédni s pohlavim Zenskym (Ment et

al., 1998, Curristin et al., 2002, Mayoral et al., 2009).

I kdyz piesny mechanizmus pohlavné vazanych rozdilti neni dosud plné objasnén, do poptedi
se dostavaji teorie ptsobiciho vlivu steroidil. Je zndmo, Ze estrogeny pusobi protektivné a jsou
spojeny s nizSim rizikem cévni mozkové piihody, srdecniho infarktu a obecné lepsi
rekonvalescenci (Fukuda et al., 2000, Nuiez et al., 2007). Je nicmén¢ prokazano, Ze v zavislosti
na pohlavi dochdzi ke zvySené expresi bud’ estrogenii, nebo dihydrotestosteronu, a to jiz
v perinatalnim obdobi. Tyto pohlavné vdzané zmény exprese steroidll jsou dale akcentovany
hypoxickym inzultem (Mayoral et al., 2009). In vitro bylo prokazéano, ze estrogen plsobi
neuroprotektivng v reakci na hypoxii (Heyer et al., 2005) a gluk6zovou deprivaci (Liu et al.,
2007). Oproti tomu dihydrotestosteron je spojovan se zvySenou excitotoxicitou a apoptdzou
bunck (Nufiez & McCarthy, 2008, Vannucci & Hurn, 2009). Negativni vliv testosteronu byl

podpotfen zajimavou studii, kdy pfi simulaci perinatalni hypoxie byl u obou pohlavi aplikovan
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testosteron propionat a samice s aplikovanym testosteron propiondtem spolecné se samci
vykazovali vyssi intenzitu poskozeni mozku ve srovnani s kontrolnimi samicemi. (Hill et al.,
2011). In vivo je protektivni efekt estrogent vice variabilni, zavisejici na véku, typu inzultu a

konkrétnim hormonu (Nufiez & McCarthy, 2003, Renolleau et al., 2008, Wagner, 2008).

Vedle hormondlniho vlivu se pohlavné vazané zmény v reakci na hypoxii vysvétluji odliSnou
aktivaci apoptotické kaskady (Haast et al., 2012, Hill & Fitch, 2012, Arambula et al., 2019).
V reakci na stejny hypoxicky inzult bylo u muzského pohlavi evidovdno vét§i mnozstvi
aktivovanych kaspaz, a tedy vétsi mnozstvi zaniklych bunék v porovnani s zenskym pohlavim

(Liu et al., 2009, Hill & Fitch, 2012, Netto et al., 2017).

Vedle samotného mnozstvi aktivovanych kaspéz hraje vyznamnou roli samotny mechanizmus
aktivace apoptozy. U Zenského pohlavi dojde prevazné k aktivaci na kaspazach zavislé cesty
apoptozy. Aktivuje se faktor-1 aktivujici proteazu (APAF-1), vytvoii se apoptozom navazanim
se specifickymi kaspazami a DNA se fragmentuje (Renolleau et al., 2008). Oproti tomu u
muzského pohlavi dominuje na kaspazach nezavisla cesta. Dojde ke sniZzeni koncentrace
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD), aktivaci tzv. poly (ADP-rib6za) polymerazy-1 (PARP-
1), uvolnéni apoptdzu-indukujici faktoru (AIF) a endonukleazy G z mitochondrii a v samotném
zavéru k bunécné smrti (Wang et al., 2004, Zhu et al., 2006, Renolleau et al., 2007, Lang &
McCullough, 2008) (Obr. 3).

Jednotlivé signalni molekuly apoptotické kaskady se z tohoto diivodu staly pfredmétem mnoha
poskozeni mozku v disledku hypoxického inzultu ve srovnani s kontrolni skupinou (Yuan et
al., 2009). Toto potvrzuje skutecnost, Ze v pfipad¢ inhibice PARP-1 byla prokdzana nizsi
intenzita apoptotického poSkozeni mozku u samci. U samic zména intenzity poskozeni v reakci
na inhibici PARP-1 nebyla pozorovéna (Mabley et al., 2005). Samotné hladiny PARP-1 a AIF
se vyskytuji u samciho pohlavi ve vyssich koncentracich ve srovnani se samicemi. DalSim
zajimavym objevem je skuteCnost, Ze inhibice kaspdzy-3 vede u sledovanych hlodavci

k neuroprotekci (Zhu et al., 2006).

Velikou pozornost ziskal X-vézany inhibitor apoptdzy (XIAP - X-linked inhibitor of apoptosis).
Jedna se o jednoho z hlavnich zastupci anti-apoptotickych signalnich molekul. XIAP se

efektivné vaze na kaspazu 9 a blokuje signalni kaskadu vedouci k apoptoze. ZvySena genova

20



exprese XIAP je potvrzena u samic a pifispiva k niZsi citlivosti viici HI inzultu (Deveraux &

Reed, 1999, Askalan et al., 2011).

Na kaspazach zavisla cesta Na kaspazach nezavisla cesta
APAF-1 NAD redukce
X-vézany IAP PARP-1 aktivace é!
B 4

Ooy Uvolnénf AIF a endonukledzy G /’j
N /

e e chromatinu g i p

‘ & T P4 d

Dominuje Zenské pohlavi ™ __,4»‘"! Dominuje muZské pohlavi

Apoptéza [ Nekroza
APAF-1 - Faktor-1 aktivujici proteizu
X-viizany IAP - X-vizany inhibitor apoptozy
NAD - Nikotinamidadenindinukleotid
PARP-1 - Poly (ADP-rib6za) polymeriza-1
AIF - Apoptéza-indukujici faktor

Obrazek 3 Pohlavné vazané rozdily v reakci na hypoxii
1.2 Perinatalni hypoxie

Fyziologicky prubéh intrauterinniho vyvoje, porodu a c¢asného poporodniho obdobi, téz
souhrnné oznacovaného jako perinatalni obdobi, je rozhodujici pro adekvatni vyvoj jedince.
Neni neobvyklé, Ze k hypoxickému poskozeni dochazi pravé v tomto obdobi. Hypoxicky inzult,
probéhly v perinatdlnim obdobi souhrnné oznacujeme jako perinatalni hypoxii a patii mezi
hlavni pfi¢iny morbidity a mortality v tomto obdobi. Devadesat procent vSech hypoxii
v perinatalnim obdobi vznikne prenatdIn¢ a intrapartalné, zbylych 10 % postnatalné (Berger &

Garnier, 1999, Bryce et al., 2005, Lawn et al., 2005, Vlassaks et al., 2013).
1.2.1 Etiologie perinatalni hypoxie

Etiologické faktory mizeme pro piehlednost rozd¢lit do tii kategorii: maternalni, placentarni
(placenta/pupecnik) nebo fetalni (plod/novorozenec). Mezi maternalni faktory fadime: ruptura
délozni, hypertonus délozni, infekce, hypotenze/Sok, onemocnéni vznikld v téhotenstvi
(gestaCni diabetes, gestacni hypertenze, preeklampsie, eklampsie), onemocnéni vznikla pred
téhotenstvim (obezita, kardiorespiraéni onemocnéni, nikotinismus, hemoglobinopatie, anémie,
diabetes, nefropatie). Mezi placentarni faktory fadime: abrupce placenty, poruchy placentace,
fetomaternalni hemoragie, infekce, pupecnikové komplikace (uzel, prolaps). Mezi fetalni

rizikové faktory fadime: ptedCasny porod, kefalopelvicky nepomér, makrosomie, anémie,
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infekce nebo vrozené srdecni vady, pneumopatie. Z asového hlediska je mozné pticiny rozdélit
na prenatalni (napf. onemocnéni vznikla béhem a pfed téhotenstvim), dale intrapartalni,
(napt.: hypertonus délozni, ruptura délozni, pupecnikové komplikace) nebo postnatalni (napt-:
vrozené srde¢ni vady) (Golan et al., 2009, Guo et al., 2010, Patterson & Zhang, 2010, Curtis et
al., 2014, Gonzalez-Rodriguez et al., 2014, Jain et al., 2015, Eskild et al., 2016, Wang et al.,
2016). Ptehled jednotlivych faktort rozvoje perinatalni hypoxie podava tabulka (Tab. 2).

Tabulka 2 Etiologické faktory perinatalni hypoxie

maternalni placentarni fetalni

hypertonus délozni abrupce placenty predcasny porod
ruptura délozni poruchy placentace makrosomie

infekce fetomaternalni hemoragie kefalopelvicky nepomér
hypotenze/Sok infekce infekce

onemocnéni vznikla v téhotenstvi pupecnikové komplikace anémie

gestacni hypertenze prolaps pneumopatie
preeklampsie uzel vrozené srdecni vady
eklampsie

gestacni diabetes

onemocnéni vznikla pied téhotenstvim
kardiorespiraéni onemocnéni

nefropatie

nikotinismus

anémie

hemoglobinopatie

diabetes

obezita

1.2.2 Diisledky perinatalni hypoxie

v v

Perinatalni hypoxie je 5. nejcastejsi pfi¢inou umrti u déti do 5 let véku a je zodpoveédna za
23 % tmrti vSech novorozencti celosvétove (Bryce et al., 2005, Lawn et al., 2005). Incidence
hypoxického inzultu v perinatdlnim obdobi je 3 %o u donoSenych déti, nicméné u pfedcasné
narozenych je mnohondsobné vyssi (Takada et al., 2011). Disledky vyvolané perinatalni
hypoxii mohou byt velice zdvazné a mohou vyznamné ovlivnit moznosti, schopnosti a uplatnéni

jedince v budoucim zivoté. Maji tedy vyznamné socio-ekonomické dopady a studium
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mechanizmli poskozeni a hleddni terapeutickych moZnosti zistava stale v popiedi

experimentalniho zajmu.

V souvislosti s perinatadlni hypoxii se setkdvame sterminem hypoxicko-ischemicka
encefalopatie (HIE). Jedna se o klinicko-patologickou jednotku, ktera vznikd v dusledku
difizniho HI postiZeni centralni nervové soustavy vznikajici z riiznych p¥i¢in. Radi se mezi
neurologické postizeni terminové donoSenych déti. HIE Ize klasifikovat jako lehkou, stfedné
tézkou a tézkou. Tézky stupenn HIE vede k neonatalnimu umrti. Incidence HIE je odhadovéna
1:3000 novorozencii (Lebl, 2012). Mezi onemocnénimi, ktera se vyskytuji u postizeného
jedince pozdéji a piimo souvisejici s HIE patii: détskd mozkova obrna (DMO), poruchy
autistického spektra, epilepsie, slepota, hluchota, porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD)
nebo poruchy uceni a chovani (Rosenbaum et al., 2007, Graham et al., 2008, Glass et al., 2011,
Lee et al., 2013).

Dale se setkavame s periventrikularni leukomalacii (PVL). Jde o postizeni mozku pred¢asné
narozenych déti, které probihd pod jinym obrazem nez u donoSenych novorozenct. Jde o
vysledek postizeni nedonoseného ditéte hypoxickou ischemii. Je charakteristicka loziskovou
nekrézou bilé hmoty okolo postrannich komor. Mezi patogenetické faktory se fadi primarné
nevyzrald perfuze bilé hmoty a vyvojova zranitelnost prekurzori oligodendroglii. Dochdzi
zejména k poskozeni thalamu, mozecku a parietalni kiiry, nebot’ je pro n¢ charakteristicka

nejvyssi spotieba Oz (Zaghloul et al., 2017).
1.2.3 Diagnosticka kritéria

Encefalopatie zpisobend HI inzultem se klinicky manifestuje jiz v prvnich hodinach zivota.
Diagnostika HIE se zakladda na klinickém obraze, laboratornich nalezech a
elektroencefalografickém (EEG) vySetieni (Hellstrém-Westas et al., 1995). Nedilnou roli
sehravaji 1 zobrazovaci metody, predev§im ultrazvuk (UZ) a magneticka rezonance (MR)

(Shroff et al., 2010).
1.2.3.1 Klinicka symptomatologie

Klinickd symptomatologie se hodnoti podle klasifikacnich schémat, nejcastéji se uziva
modifikované Sarnat skére (Sarnat & Sarnat, 1976), které rozdéluje stupné€ encefalopatie na

mirny, sttedni a zavazny (tab. 3).
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Tabulka 3 Modifikované Sarnat skore

I. mirna HIE I1. stfedné zavazna HIE I11. tézka HIE

zvySena iritabilita letargie kéma

zvySena ,,bdélost* ktece protrahované kiece

mirna hypotonie vyrazné abnormity svalového napéti  tézka hypotonie

slabé sani nutné sondovani neschopnost udrzet spontanni ventilaci

Dal$im rozsitenym klasifikacnim schématem je Apgar skore (tab. 4) (Apgar, 1953). Je uzivano
Jiz od roku 1953, kdy jej do klinické praxe uvedla Virginia Apgarova. Jednd se o metodu
hodnoceni vitality novorozence jiZ na porodnim sale. Novorozenec je hodnocen v Case 1, 5 a
10 minut po narozeni a je hodnoceno 5 kritérii, kde za kazdé je mozno ziskat az 2 body.
V dnesni dobé¢ je skore vnimano jako orientacni nastroj pro hodnoceni efektivity resuscitace a
vitality novorozence. Skore od 5. minuty nad 8 je hodnoceno jako fyziologicky stav
novorozence, skore pod 2 poukazuje na Spatnou adaptaci novorozence, tedy suspektni asfyxii

(Finster & Wood, 2005).

Tabulka 4 Apgar skore
0 1 2
akce srde¢ni <60/min <100/min >100/min
respirace apnoe bradypnoe eupnoe
tonus snizeny mirna flexe aktivni pohyby
reflexni iritabilita bez reakce obli¢ejova mimika brek
barva modra akrocyanoza rizova

1.2.3.2 Laboratorni vySetieni

Veliky vyznam ma stanoveni pH pupecnikové krve, kdy pH <7 a BE -12 mmol/l (base excess,
piebytek bazi) poukazuji na metabolickou nebo smiSenou acidézu asociovanou s probehlym

hypoxickym inzultem.

Vyznamnou soucasti diagnostiky poranéni mozku je vySetfeni biomarkerd. Mezi hlavni
zastupce této skupiny mizeme zaradit: Myelinovy bazicky protein (MBP), S100p3, IL-6 a
Neuron-specifickou enoldzu (NSE) (Douglas-Escobar & Weiss, 2012). MBP tvofi hlavni
soucast myelinové pochvy. Muze prochdzet hematoencefalickou bariérou a jeho zvySena
koncentrace v krevnim ob&hu je charakteristicka pfi poSkozeni bilé hmoty mozkové nebo
demyelinizaci nervovych vlaken (Douglas-Escobar & Weiss, 2012). S-100p je kalcium vazici

protein, ktery se uvoliuje do krevniho fecisté pfi poruSeni hematoencefalické bariéry. Je
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obsazen v cytosolu nervovych bunck, predev§im bunék gliovych. ZvysSeni tohoto proteinu je
charakteristické pro zanét a apoptézu (Douglas-Escobar & Weiss, 2012). IL-6 je zanétlivy
cytokin, ktery je produkovany T-bunikami a makrofagy. IL-6 je zvySeny u HIE, nicméné nikoliv
u asfyxie bez rozvinuté HIE. Koncentrace tohoto proteinu tzce souvisi se zavaznosti HIE a
s naslednym neurologickym vyvojem u déti (Chiesa et al., 2003). Dal$im zastupcem této
skupiny je NSE, ktera se uvoliiuje pfi zadniku neuronu a disrupci hematoencefalické bariéry.
Hladina NSE, stejn¢ jako v piipad¢ IL-6, je u zvifecich modelii pouzivana pro kvantifikaci

kortikalniho poskozeni (Douglas-Escobar & Weiss, 2012).

1.2.3.3 Zobrazovani metody

Prognosticky vyznam ma konvenéni elektroencefalograficky zdznam (EEG), vySetieni
evokovanych potencialti nebo amplitudou integrovany EEG zdznam (vzniké Gpravou signalu z
jednoho nebo nékolika svodl, aEEG) (Toet et al., 1999). VysSetieni evokovanych potencialii
umoziiuje kontinualni a dlouhodobé hodnoceni elektrické aktivity mozku a kvantifikaci
funk¢niho stavu mozku. Velmi praktické a dobie pouzitelné je pravé hodnoceni aEEG. aEEG
zaznam slouzi jako jedno z indikac¢nich kritérii pro zahéjeni terapeutické hypotermie (Hallberg
et al., 2010). Velmi dobfe také koreluje s dlouhodobou prognozou déti po HIE. Dobrou
progndézu maji déti s normalnim nebo jen stfedné¢ abnormalnim nalezem v ¢asném stadiu po
inzultu, progndza naopak zlstava nejistd u déti s vyrazné¢ abnormdalnim nalezem. Pfi pouziti
lécebné hypotermie se souc¢asnou kontinualni aEEG monitoraci se jako prognosticky ptizniva

jevi také normalizace zaznamu do 24 hodin po inzultu (Murray et al., 2009).

Dal$im vyznamnym zastupcem je transkranidlni ultrasonografie. Diky své dostupnosti a
rychlosti se pouzivé jako jedna z prvnich metod volby pfi podezieni na HIE. Pozorovani zmén
parenchymu, velikosti postrannich komor a hemodynamickych parametrit mozkovych tepen

pomahaji ¢asné diagnostikovat HIE a v¢as zahajit adekvatni terapii (Guan et al., 2017).

Nejvyssi senzitivity a specificity pfi hodnoceni intenzity poskozeni CNS dosahuje magneticka
rezonance (MR) (Shroff et al., 2010). Nélez z MR nicméné nelze pouzit jako jedno
z indikacnich kritérii — ¢asné zméeny jsou patrné jen pii pouziti specialnich metod zobrazeni,
navic transport nestabilniho novorozence k vySetfeni je spojen s ¢asovou prodlevou pied
piipadnym zapocetim terapie. Morfologické zmény jsou nejvice vyjadieny v 1. a 2. tydnu
zivota. V této dob¢ je zdravotni stav novorozencii vétSinou stabilizovan a fizena hypotermie je

jiz ukoncena. Zavazné jsou zejména zmeény v oblasti thalamu, bazalnich ganglii (BG) a dale v
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oblasti mozkové kiry a bilé hmoty. Zmény v oblasti BG a thalamu se klasifikuji jako lehké,
stiedni a tézké. U lehkych zmén je progndza ptizniva, u tézsich stupni je vyskyt dlouhodobych
obtizi pravdépodobny. Mirné izolované zmény v oblasti kiiry mozkové a zmény v bilé hmoté

maji nejasny vyznam. Kombinace vyznamnych zmén v hlubokych strukturach se zménami v

vewr

1.2.4 Soucasné terapeutické moznosti

Rizena hypotermie ziistava i nadale zlatym standardem v terapii perinatalniho HI pokozeni u
cloveéka. Existuji dva typy hypotermie, které dokazou poskytnout efektivni ochlazeni tkané¢.
Jedna se o izolované chlazeni hlavy nebo celotélové chlazeni. V CR se primarné uziva
celotélové chlazeni. Vyhodou celotélového chlazeni je rovnomérné rozdé€leni teploty v
organismu. Pii splnéni pfesné stanovenych indika¢nich kritérii se pfistupuje k postupnému
ochlazovani jedince az na 33,5 °C. Tato teplota je nadale udrzovéna po dobu 72 hodin. Po
uplynuti této doby nastava oteplovani organismu, které nesmi presdhnout 0,5 °C za hodinu
(Halek, 2011). Terapie je nejucinngjsi, pokud je zapocata v latentni fazi a pred nastupem druhé
faze hypoxického postizeni (viz vyse). Chlazeni by mélo byt poskytnuto rychle, ideélné do ti
hodin po narozeni. Novorozenci, ktefi podstoupili hypotermii do 180 minut po narozeni, maji
méné zavazné disledky (Leben et al., 2018). Tyto udaje vyplyvaji ze studii, které byly
provadény na zvifecich modelech, kde byla hypotermie poskytovana 48-72 hodin. Nepanuje
vSak dosud shoda o délce aplikace hypotermie (Wassink et al., 2019). I pies postupné
dosud uspokojivé vysledky. Z tohoto diivodu jsou stale hledany dalsi terapeutické moznosti,
které by samy nebo v kombinaci s hypotermii vedly k lepSim terapeutickym vysledkiim. Mezi
slibné kandidaty patii mimo jiné exogenné podavany erytropoetin a jeho analoga, melatonin,
xenon, alopurinol a magnezium sulfat (Frajewicki et al., 2020). Kombinovand terapie
erytropoetinem a fizenou hypotermii je pii soucasném stavu znalosti na urovni klinickych
terapeutické moznosti, jako napi. azithromycin a endokanabinoidy zlstavaji dosud ve fazi
preklinickych studii. Péce pediatra, détského neurologa a casnd rehabilitace tvoii zaklad
nasledné péce pro minimalizaci funk¢nich disledkt HI poskozeni mozku (Wassink et al., 2019,

Frajewicki et al., 2020).
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1.3 Zvireci modely perinatalni hypoxie

Modelovani HI poskozeni mozku na zvifatech zaznamenalo od poloviny 20. stoleti znac¢ny
rozvoj. Zviteci modely v pritbéhu let uspésné reprodukovaly hypoxické podminky, prohloubily
znalosti mechanizm@i poskozeni bilé a Sedé hmoty a v neposledni fadé piinesly moznost

testovani novych terapeutickych moznosti.

Hlodav¢i modely se staly standardem pti studiu HI poskozeni mozku. Jinymi slibnymi modely
HIE jsou modely ov¢i, které se staly vyznamnym zdrojem poznani pii studiu hemodynamiky
mozku, zejména autoregulace perfuze mozku za normalniho stavu a v pribéhu hypoxického
inzultu (Papile et al., 1985, Helou et al., 1994). Velikou vyhodou ov¢iho modelu je vysoka
podobnost morfologie mozku. Také samotnd velikost ddva moznost pfimo intrauterinniho
sledovani a ptipadnych intervenci (Bernhard et al., 1967, Cook et al., 1987). Nevyhodou je
obtizné studium jemné motoriky u tohoto modelu, ktera je u hlodavéiho modelu naopak
hodnotitelna snadnéji (ichop) (Back et al., 2012). Mezi dal$i vyznamné zastupce fadime praseci
modely, které zaznamenaly znacny pokrok pfi studiu EEG mozku po hypoxickém inzultu. Diky
podobnosti posSkozeni bilé hmoty mozkové u primatt se dostalo do poptedi studium paviant, u

kterych se zkouma efektivita umélé ventilace po HI inzultu (Verney et al., 2010).

Hlavni pfednosti hlodav¢ich modeli je Siroké vyuziti ve védeckém vyzkumu a relativné mala
finanéni zat¢z. Limity téchto modelll jsou ovSem ziejmé — rozdilnd morfologie a ontogeneze
hlodavce a Clovéka (Matéffyova et al., 2006, Northington, 2006, Kozler et al., 2014, Schwarz
et al., 2014). Nelze opomenout ani zisadni rozdil ve vyvoji a komplexnosti lidského a
hlodav¢iho mozku. V soucasné dobé jsou pomérné piesné zmapovana identickd vyvojova
obdobi maturace neuront, jejich citlivost na hypoxii ve srovnatelnych vyvojovych obdobich a
strukturalni odliSnosti, pfedevsim v nékterych oblastech mozku (Millar et al., 2017). Velikou
pozornost zasluhuji neurony podkorové zény (z angl. subplate zone), jedna se o oblast mezi
kortikalni ploténkou a intermedialni zonou (Hoerder-Suabedissen & Molnar, 2015). U ¢loveka
neurony podkorové zony tvoii komplexni a dynamickou strukturu, tvofici zaklad budouciho
kortexu (Smart et al., 2002). U hlodavct dosdhne svého maxima mezi 14. a 18. embryonalnim
dnem vyvoje (Bayer & Altman, 1990), u ¢loveéka az mezi 24. a 32. tydnem vyvoje (Kostovic &
Rakic, 1990). Tento vyrazny ¢asovy posun a komplexita stavby nervoveé tkané u ¢lovéka vedou
k vzajemné slozité porovnatelné vulnerabilité k hypoxii mezi ¢lovékem a hlodavecem (Wang et

al., 2010). Toto Casové obdobi je z pohledu hlodav¢ich modelti velmi dilezité, protoze prave 2.
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a 3. postnatalni den probihaji simulace HI inzultu, pfedstavujici pravé 24-32. tyden vyvoje
cloveka (Follett et al., 2000, Back et al., 2002). U hlodavce jiz podkorova zona ztraci tloustku
(Kostovic & Rakic, 1990), oproti tomu u ¢lovéka dosahuje svého maxima a aktivné participuje
na kortikogenezi (Wang et al., 2010). Hodnoceni dtsledktt HI poSkozeni mozku u hlodavce a

cloveéka musi byt vzdy komplexni a mélo by citlivé zohlednovat vySe uvedené.

1.3.1 Ontogeneze laboratorni mysi ve srovnani s clovékem

1.3.1.1 Obecné poznatky

Hlodavci jsou nejvice uZivanymi zvitfaty na poli védeckého vyzkumu a neni tomu jinak ani
v piipad¢ studia perinatalni hypoxie (Hamdy et al., 2020). Z hlediska fyziologie, anatomie a
farmakodynamiky se jedna o jedny z nejlépe prostudovanych zvifat. K hlavnim vyhodam oproti
jinym zvifecim modelim patii zejména vhodnost k laboratornimu chovu, kratka doba gestace
a ekonomicka vyhodnost (technické zdzemi, vyziva, manipulace, rychla reprodukce) (Perlman,

2016).

Vyvoj mysi trva celkem 6 tydnt, z toho 3 tydny intrauterinné a 3 tydny postnatalné. Je tedy
patrné, ze je pro mySi typicka neonatdlni nezralost v porovnani s ¢lovékem. Zkoumani
motorického vyvoje hlodavce miize byt piinosné pro prohloubeni znalosti fyziologie a
patofyziologie motoriky ¢lovéka (Vinay et al., 2005). Stupeni zralosti CNS pii narozeni je u
mySi vyrazné¢ mensi nez u Cloveéka a lze tak tvofit zvifeci modely, které reprezentuji stupeit

zralosti CNS v prenatalnim obdobi ¢loveka (Stadlin et al., 2003).

1.3.1.2 Embryondlni a postnatadlni vyvoj mysi

Pfi narozeni je mys slepd, hlucha a neni schopna efektivné regulovat svou télesnou teplotu.
Hlavnim orienta¢nim smyslem je ¢ich (Jamon, 2006). Prvni 2 tydny Zivota je aktivita mlad’at
omezena na piijimani potravy a spanek a z diivodu limitované lokomo¢ni schopnosti se mlad’ata
nachazeji pfevazne v hnizdu pod matkou (Calamandrei, 2004, Clarac et al., 2004). Po 2 tydnech
zacinaji u¢inn€ vyuzivat sluch, zrak a zkoumat své blizké okoli. Tteti tyden je spojen s vyssi
rozmanitosti chovani a hyperaktivitou (Calamandrei, 2004). Néasleduje sexualni maturace a
jejich chovani se ptiblizuje dospelym mysSim (McCutcheon & Marinelli, 2009). Zaroven dale
vtomto obdobi probihd myelinizace vldken Sedé hmoty a primdrnich motorickych a
senzorickych oblasti mozku (Counotte et al., 2011). Zacatek adolescence nastava kolem 25.

postnatalniho dne a trva ptiblizné€ do 50. postnatalniho dne. Pohlavni zralost je u samic piiblizné
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datovéna na 33. postnatdlni den, ale u samct pfiblizné o dva tydny pozdéji, tedy 45. den po

narozeni. Dospélost nastava od 8. postnatalniho tydne (McCutcheon & Marinelli, 2009).
1.3.1.3 Senzorické systéemy

Cich je vyznamné vyvinut jiz prenatdlné a jedna se o primarni smysl. Mlad’ata nicmén& neumi
rozliSit charakter ¢ichového vjemu z diivodl nedostate€ného poctu synaptickych spojii mezi
granularnimi a mitralnimi bunikami, toto miize byt pfi¢inou nepoznani cizi matky v hnizdé
(Calamandret, 2004, Clarac et al., 2004). Vestibularni aparat je pfi narozeni rovnéz nevyvinuty,
itak spolecné s ¢ichem tvoii zékladni dva senzorické smysly u nezralé mysi v prvnich 2 tydnech
zivota. Zajistuje drzeni polohy pomoci posturdlniho svalstva trupu a koncetin (Muir, 2000).
Vestibulospinalni drahy dosahuji lumbalni ¢asti michy prenatalné a jejich maturace pokracuje
v prubéhu dvou tydnl postnataln€. Zrak a sluch se pln¢ zapoji az pti otevieni o¢i okolo 13.
postnatdlniho dne, kdy nastavé spojeni vestibularnich a vizualnich vstupl s proprioceptivnimi

informacemi pro pohyb v prostoru (Clarac et al., 2004).
1.3.1.4 Motoricke systemy

Zakladni vzory lokomoce jsou pozorovatelné jiz kratce po narozeni, i kdyZ nejsou jesté plné
rozvinuty ve spontanni motorice mlad’at (Vinay et al., 2005). Struktury podilejici se na fizeni
motoriky nejsou zralé a vyvijeji se i poté, co mysi dosahnou dospélého vzoru chlize (Jamon,

2006).
Vyvoj lokomoce miizeme obecné rozdélit na 3 stadia (Clarac et al., 2004):

1. Fetalni stddium, které nastupuje okolo 14. dne gestace a je pro n& charakteristicka

neorganizovana aktivita svali.

2. Nezralé stadium, pocinajici v dob¢ narozeni hlodavce, typické stiidavou rytmickou aktivitou

svall. Ke konci tohoto stadia zaznamenava postura nejvetsi rozvo;.

3. Pfechodné stadium, od 10. do 15. postnatalniho dne, typické oteviranim oci a motorikou

pfiblizujici se dospélci.
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1.3.1.4.1 Vyvoj descendentnich drah

Descendentni drahy mezi kortexem a michou jsou rozpoznatelné tyden pied narozenim.
Sestup serotoninergnich, noradrenergnich a GABAergnich retikulospinélnich drah do
lumbalni oblasti nastava ptiblizné okolo 16. embryonélniho dne. Soubézné s tim dortista
1 vestibulospinalni draha. V pribéhu prvniho postnatdlniho tydne dozravaji drahy
oblasti ventralniho funikulu, jez se ucastni na lokomoci a posturalni kontrole (Clarac et
al., 2004). Kortikospinalni draha sestupuje do kréni michy tieti postnatalni den a do
lumbalni michy Sesty postnatdlni den. Pozvolny sestup descendentnich struktur
naznacuje, Ze supraspinalni fizeni se bezprostiedné po narozeni uplatiiuje nejprve na
proximalnich svalech, zatimco kontrola distalnich ¢asti svall se pIn€ rozviji az béhem
prvnich dnil po narozeni. Je zde patrny tzv. proximo-distalni a anteroposteriorni gradient

(Clarac et al., 2004, Jamon, 2006).

Ackoliv postnatalni zrani neumoziiuje plny rozsah lokomocnich projevii jiz po narozeni,
maturace neuromuskularnich spoju je nezastupitelnd pro rozvoj jemnych lokomoc¢nich
pohybli v dospélosti. Nervosvalové ploténky jsou do druhého postnatalniho tydne
béhem pohybu (Jamon, 2006). V pribehu tretiho tydne dochazi k rapidni zméné v
podob¢ unimodalni inervace a separace svalovych vldken do vyzralych, funkcéné
odlisnych typli (pomald Cervenda, rychld bild, rychla cervend). Separace a zména
v inervaci svalovych vlaken postupuje od flexorovych k extenzorovym skupinam svalt

(Clarac et al., 2004).

1.3.1.4.2 Lokomoc¢ni aktivita

Prvni projevy motoriky miizeme pozorovat jiz intrauterinné, kdy plod vykazuje
pohybovou aktivitu trupu a koncetin. Znamky koordinovaného pohybu miizeme
pozorovat jiz dvacaty den gestace (Clarac et al., 2004). Motorické projevy po narozeni
jsou charakterizovany rytmickymi stfidavymi pohyby trupu a koncetin, které jsou
limitovany zralosti spinalnich okruhti (Muir, 2000). Tyto niz§i centrdlni okruhy,
nazyvané téz jako generatory vzorcli pohybti (CPG - central pattern generators), tvori
signaly mezi svalovymi antagonisty (Clarac et al., 2004). CPG lokalizované v kréni
miSe fidi pfedni koncetiny a CPG lokalizované v lumbélni miSe tidi zadni koncetiny.

CPG jsou tvofeny dvéma laterdlnimi neurondlnimi sitémi, které rytmicky stimuluji
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motoneurony prostfednictvim glutamatergnich synapsi a inhibuji motoneurony
ipsilateralnich antagonistickych svalti pfes glycinergni komisurdlni interneurony
(Jamon, 2006). CPG jsou aktivovany stimuly vysSich nervovych center nebo vngj$imi
senzorickymi vstupy. Jedna se o kontinudlni koordinaci centralnich a perifernich
zpétnovazebnych okruh, kterd je nezbytna pro adaptaci organismu na vné&jsi prostiedi.
Tuto lokomo¢ni aktivitu miizeme sledovat naptiklad pfi krokovém automatismu pii
zaveéSeni ve vzduchu (tzv. air stepping). Tento lokomoc¢ni mechanizmus se uplatiiuje,
prestoze posturalni kontrola jesté neni vyzrala. To je diikazem, ze mi$ni okruhy jsou jiz
pii narozeni schopné generovat stfidavé pohyby a je jiz ¢asné pfitomno supraspinalni
tizeni (Muir, 2000). U¢inny pohyb se viak nemiize dosud uskuteénit z diivodu absence
posturalnich mechanizmii. Lokomoc¢ni pohyb blizky primitivnim rytmickym pohyblim
lze také vyvolat pii vystaveni silné ¢ichové stimulaci, naptiklad viini matky (Clarac et
al., 2004). Cichova stimulace mtize u mlad’at vyvolat ,,air stepping** a dokonce chiizi
po zemi. Mlad’ata projevuji silné tendence se pohybovat ve sméru viiné matky jiz tfeti
postnatalni den. Tato motoricka reakce podobné chlizi je charakterizovand zvednutim

bficha a silnym koordinovanym posouvanim koncetin (Jamon, 2006).

Prvni spontanni pohyby pifednich koncetin se objevuji paty den po narozeni. Zadni
koncetiny s panvi se pohybu neucastni a jsou pasivni. Plazeni se zacina objevovat
pocatkem druhého postnatilniho tydne. Dvanécty postnatalni den mizeme pozorovat
vzptimenou polohu na ¢tyfech a pocinajici chiizi (Lelard et al., 2006). Pohyby jsou
zpocatku pomalé a nepfesné. Zraly typ chlize miZzeme pozorovat po otevieni oci a
béhani okolo Sestnactého postnatalniho dne. Koncem druhého postnatdlniho tydne
pozorujeme zacatek vertikalnich pohybi, tzv. rearing, kdy myS sedi na zadnich

koncetinach a exploruje okoli (Clarac et al., 2004).

S vyvojem lokomoce také souvisi rozvoj spontanni aktivity v ,,open field” testu. Prvni
postnatalni tyden mysi nejsou schopny pohybu. Druhy tyden se jejich hybnost pfi
moznosti plazeni zvySuje a pocatkem tretiho tydne lze u zvifat sledovat véEtsi potfebu
prozkoumadvat okoli. Aktivita narQistd aZz do 21. dne zivota, kdy dochazi k ustaleni

(Jamon, 2006).
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1.3.1.4.3 Vyvoj postury

Po narozeni jsou mlad’ata v pronacni poloze s natazenymi koncetinami. Pii otoCeni na
zada jsou diky laterdlnim pohybiim schopna se piesunout zpét do pronacni pozice,
nicméné nejsou schopna se napfimit a pohybovat po okoli. Posturalni kontrola je
vyrazné nevyvinuta u novorozenych mysi a vyzrava v priabéhu prvnich dvou tydnti po
narozeni (Vinay et al., 2005). Vzpiimovaci mechanizmy se vyviji v rostrokaudalnim a
proximodistalnim sméru. Casnéj§i vyvoj prednich konéetin souvisi s udrzenim saci
pozice pii kojeni. Od druhého dne Zivota je uz mys$ schopna kratce zvedat hlavu.
Schopnost trvalé elevace pozorujeme od osmého dne po narozeni a je k ni zapotiebi
stabilni opora o pfedni koncetiny. Zméena zptsobu drzeni a pohybu hlavy nastava takeé
v bezprostfedni souvislosti s rozvojem orientace pomoci zraku (Clarac et al., 2004,

Vinay et al., 2005).

Opora o distalni ¢asti prednich koncetin se objevuje koncem prvniho postnatdlniho
tydne. Od devatého dne zivota se elevuje piedni Cast trupu za podpory prednich koncetin
a hlava se mize zvednout do tzv. vétfici polohy (sniffing). Dvanacty den po narozeni
jsou mladata schopna zvednout jednu pifedni konCetinu bez ztraty rovnovahy.
Vzptimovani za uziti zadnich koncetin zac¢ind ve druhém postnatalnim tydnu. Tfindcty
den se na opofe trupu plné€ podili zadni koncetiny a elevuje se panev. Dokonceny vyvoj
posturalni kontroly se objevuje koncem ttfetiho postnatalniho tydne (Clarac et al., 2004,

Vinay et al., 2005).

Lokomoce je komplexni d¢j, ktery je zavisly na koordinaci mnoha oblasti CNS.
Pyramidové a extrapyramidové systémy (a predevSim jejich vzdjemna souhra) jsou
hlavnimi systémy ovladajicimi lokomoc¢ni aktivitu savct. Retikulospinalni drdha je
zodpovédna za =zdkladni motorickou aktivitu a kontrolu posturdlnich svald.
Vestibulospinalni drdha se podili na rovnovaze, rubrospinalni draha na pfesnosti a
automatizaci pohybt a pyramidova drdha na jemné motorice a ptesné upravé volniho

pohybu (Jamon, 2006).

Reorganizace primarnich nervovych spojii (nezvladajicich posturalni pozadavky) je
omezujicim faktorem, ktery zpusobuje pozd¢€;jsi nastup motorickych dovednosti u mysi.

Je zajimavé, ze urcité motorické schopnosti 1ze pozorovat diive (napf. v ndvaznosti na
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¢ichovy stimul). Na zaklad¢ toho 1ze usuzovat, ze n€které neuronalni okruhy jsou zralé

diive, nez je mozno pozorovat v samovolni motorice (Jamon, 2006).
1.3.1.5 Porovnani motorického vyvoje s clovekem

Clovék se v déloze vyviji pramémé Gtyficet tydni a dosahne plné dospélosti zavrenim
adolescence. Vyvoj mysi do adolescence trva Sest tydnti, ze kterych tfi tydny probihaji
intrauterinné a tfi tydny postnatalné. Clovék dospiva okolo dvacatého roku Zivota, oproti tomu
umysi se nejvice vyvojovych zmén odehraje v nasledujicich tfech tydnech postnatalniho zivota.
Motoricky vyvoj ¢lovéka a mysi vykazuje znacnou podobnost. Jeden postnatalni den vyvoje
hlodavce zhruba odpovida jednomu mésici v motorickém vyvoji loveéka (Stadlin et al., 2003).
Na druhou stranu je nutno brat v tivahu, Ze jednotlivé vyvojové faze mohou probihat v riznych
usecich ontogeneze a vyse zminéné porovnani poslouzi predevsim jako orientacni. Vrchol
neurogeneze u mysi probiha ve 13. a u ¢loveéka ve 43. embryondlnim dni (Vinay et al., 2005).
Prvni den po narozeni my$ dosahuje stupné zralosti CNS, ktera odpovida ptiblizné 20. tydnu

gestace Cloveka. V tomto tydnu prenatalniho vyvoje je vSak ¢loveék pod hranici viability.

Tteti den po narozeni mysi odpovidd obdobi, kdy se vytvari bila hmota s axonalnim pucenim.
U cloveka tuto uroven zralosti CNS mizeme sledovat mezi 24. a 28. tydnem gestace. Sedmy
postnatalni den mys$i u ¢lovéka odpovida priblizné 30. — 34. tydnu gestace (Clarac et al., 2004,
Vinay et al., 2005). Do urovné zralosti CNS, kterd je srovnatelna s terminové narozenym
novorozencem, tedy mezi 37. a 42. gestatnim tydnem, se myS$ dostava pfiblizn¢ v 10.

postnatalnim dnu (Yager & Thornhill, 1997).

Proliferace a migrace neuront v mozku ¢lovéka probihd v obdobi mezi 4. a 24. tydnem gestace.
Neurogeneze za¢ina v mise a mozkovém kmeni, postupuje rostraln€ a rozsifuje se na mozkovou
ktiru a limbicky systém. Stejny proces u mysi odpovida obdobi od 11. do 16. dne gestace, avSak
rostralni progrese nastava az do 15. postnatalniho dne. Tvorba synapsi u clovéka zacina
postupné béhem prvnich gestacnich mésicii, svého vrcholu dosahuje béhem 1-2 roku zivota a
je ukoncena az v adolescenci. Tento d¢j je u mysi zavrSen do tii tydnii postnatalniho Zivota.
Myelinizace u lidi po¢ind 20. tydnem gestace a progreduje do Casné adolescence. U mysi je
proces myelinizace zapocat béhem prvnich dvou dnt Zivota a pokracuje do dospé€losti mysi,

dokonce 1 po opusténi hnizda po dokonc¢eném 3. tydnu zZivota (Vinay et al., 2005).
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Neurotransmitery vedle synaptického pfenosu hraji ve fazi vyvoje mozku fundamentélni roli
pfi rustu a diferenciaci neuronti. Exprese NMDA receptoril zacina v oblasti hipokampu ve 20.
gestacnim tydnu, vrcholi ve 24. gesta¢nim tydnu na své maximum a nésledné se dostavéa na
konstantni uroven v dospélosti. U hlodavci exprese pocina az po narozeni a vrcholi priblizné
10. postnatalni den. Exprese non-NMDA receptort za¢ind u ¢lovéka ve 24. gestaénim tydnu,
vrcholi v obdobi porodu a nasledné se také dostava na konstantni Groven v dospélosti. Exprese
inhibi¢nich 1 excitatnich GABA receptorti u Clovéka zacina v 17. tydnu gestace a postupné
narustd, v obdobi terminu porodu se dostava na 60 % exprese v dospélosti. U hlodavcu je
pusobeni GABA pievazné excitacni az do prvniho tydne Zivota, kdy nasledn¢ dominuje

inhibi¢ni ucinek (Vinay et al., 2005).

Pfi srovnani vzajemnych podobnosti je potfeba zdiraznit, ze ¢lovék i myS se z motorického
hlediska rodi nezrali a motoricky vyvoj v obou piipadech progreduje rostrokaudalne. Mys je
druhy den po narozeni schopna kratkodob¢ zvedat hlavu (Vinay et al., 2005). Tato schopnost
je u kojence pozorovatelna ve 2. mésici zivota (Kolat, 2009). Z hlediska motorického vyvoje
mys$i ma prvni postnatalni tyden klicovou roli, nebot’ dochazi k sestupu descendentnich drah do
lumbalni michy. Tato vyvojova faze odpovida 4. mésici ontogenetického postnatalniho vyvoje
u Clovéka (Vinay et al.,, 2005). Rotaci kolem vlastni osy pomoci hornich koncetin (tzv.
pivotovani) Ize u mysi sledovat na konci 1. postnatalniho tydne a u ¢lovéka toto sledujeme
zacatkem 7. mésice (Cibochova, 2004). Chiize po ¢tyfech u mysi poc¢ina 12. postnatalni den
(Vinay et al., 2005). U ¢lovéka lze bipedalni chiizi zaznamenat ve 12.-14. mésici zivota (Kolaf,
2009). U obou druhii neni chiize v této fazi vyvoje podobna chlizi dosp€lého a nastava dalsi

tiibeni posturalniho fizeni (Vinay et al., 2005).

1.3.2 Historicky vyvoj zvifecich modela

Prvni pokusy popisujici funkéné-morfologické dasledky hypoxie s vyuzitim animalnich
modelud byly publikovany témér pred sto lety (Ferraro, 1933). Hurst si v§iml, Ze injekce kyanidu
draselného vede k ,.epizodam anoxie* a to pak k poSkozeni bilé hmoty (Hurst, 1940). V roce
1981 John E. Rice, Robert C. Vannucci a James B. Brierley poprvé popsali ve své publikaci
model HI poskozeni u laboratorniho potkana, tézZ znamy jako Rice-Vannucciho model (Rice et
al., 1981). Rice-Vannucciho model a jeho adaptace je vyuZzivan jiz skoro Ctyficet let a doposud
piinasi vyznamné poznatky v pochopeni mechanizmit HIE a také potencidlnich terapeutickych

moznosti.
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Rice-Vannucciho model je jednim z nejlépe prostudovanych a nejrozsifenéjSich zvitecich
modeld HI poskozeni. Samotny model vznikl jako adaptace Levinova modelu HI poskozeni

mozku u dospélého potkana ze Sedesatych let (Levine, 1960).

Pivodni Rice-Vannucciho model vyuziva potkana kmene Spraque-Dawley, kdy se sedmy den
po narozeni provede jednostranny podvaz spolecné krkavice (a. carotis communis) s naslednou
expozici hypoxickému prostiedi (8% kyslik) po dobu 3,5 hodin pii teploté 37°C. V ptivodnim
modelu bylo poskozeni mozku nalezeno typicky v ipsilateralni hemisféie uz 50 hodin po HI
inzultu. PosSkozeni postihuje kortex, Sedou hmotu v oblasti striata a thalamu, dale

periventrikularni bilou hmotu a hipokampus (90 % zvifat) (Rice et al., 1981).

V pribéhu let doSlo k mnoha adaptacim Rice-Vannucciho modelu. Hlavnim divodem byla
snaha upravit hlodav¢i model tak, aby co nejlépe simuloval patofyziologické procesy u ¢loveéka.
Prvni adaptace v roce 1996 pracovala s jednodennimi potkanimi mladd’aty a umoznila popis
patofyziologickych zmén v reakci na HI inzult v obdobi, které odpovidd 3. trimestru
intrauterinniho vyvoje ¢loveka, kde byly prokazany podobné charakteristiky poskozeni mozku
jako v ptipadé PVL u predCasné narozenych déti (Dobbing & Sands, 1979, Sheldon et al., 1996,
Volpe, 2009). Nésledné¢ se do poptedi zdjmu dostalo studium mySich kment — v roce 1998 se
staly mysi kmene CDI1® IGS (Anti-cancer Centre, Lausanne, Svycarsko, 1920) vhodnym
kandidatem pro modifikaci Rice-Vannucciho modelu z divodu vysoké vulnerability vici HI

inzultu a zaroven velice nizké mortality (Sheldon et al., 1998).

V roce 1999 byl predstaven novy model s nazvem BCAO (zkraceno z anglického ,,bilateral
common carotid artery occlusion”), ktery vyuzival oboustranny podvaz spole¢né krkavice u
pétidenniho potkana kmene Wistar bez nésledné expozice hypoxickému prostiedi (Uehara et
al., 1999). Autoii modelu se snazili reprodukovat HI inzult u ¢lovéka vedouci k izolovanému
sniZzeni pritoku krve s postizenim dominantné bilé hmoty. BCAO model snizi pritok krve
mozkem o0 25 % a vede k mirnému difuznimu poskozeni bilé hmoty u ptiblizné 2/3 potkant a
k zadvaznym nekrotizujicim zménam a cystickym 1ézim u 1/3 potkanti, v obou piipadech
s intaktni Sedou hmotou. Oproti tomu Rice-Vannucciho model snizi pritok v podkorové bilé
hmoté¢ o 60 % a vede k vaZznému poskozeni bilé a Sedé¢ hmoty (Vannucci et al., 1988). Bohuzel
nebylo mozné od uvedeni tento model reprodukovat a nedoslo k jeho rozsifeni. V prabéhu let

doslo k jeho modifikacim, nicmén¢ také bez SirStho dopadu (Rumajogee et al., 2016).
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V roce 2000 Follet a kolektiv (Follett et al., 2000) upravili Rice-Vannucciho model pro simulaci
jesté mirn¢jsiho poskozeni mozku (6% kyslik po dobu 1 hodiny pii teploté okoli 33-34 °C) a
popsali, Ze zanik oligodendrocytl izce souvisi s aktivaci glutamatovych AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova kyselina) receptorii. Nejvetsi mira poSkozeni byla
popséana u potkantl, u kterych doslo k HI inzultu 7. postnatalni den, kde prokazali nejvétsi
expresi AMPA receptorii na oligodendrocytech oproti testovanému HI inzultu 4. a 11.
postnatalni den. Vysvétluje se to konkrétnim zastoupenim nezralych forem oligodendrocytii a
jejich prekurzort, konkrétné v této Casové period€ vyvoje mozku. Pti uziti antagonisty AMPA
receptorti (NBQX, vysoce selektivni kompetitivni antagonista AMPA a kainatovych receptorti)
doslo u skupiny s indukovanou hypoxii sedmy postnatalni den ke sniZeni intenzity poSkozeni
mozku. Nikoliv ovSem u zbylych dvou skupin. U ¢lovéka toto obdobi, tedy piitomnost
nezralych oligodendrocyti a jejich prekurzorii se zvySenou denzitou receptorti, nalezneme mezi
24. a 32. gestacnim tydnem téhotenstvi (Shen et al., 2012). Pro studium mozné interakce mezi
hypoxii a infekci Eklind a kolektiv autorti (Eklind et al., 2001) aplikoval sedmidennim
potkantim pted indukovanou hypoxii lipopolysacharidovy komplex (LPS). Kombinace LPS a

o 24

Navzdory vySe uvedenym Uvahdm zlstava Rice-Vannucciho myS$i model pro danou oblast
nepostradatelny. Nejprve vSak musi byt stanoven jasné definovany rozsah nac¢asovani, stupné
a trvani hypoxie, standardnich chirurgickych postupti a zvazeni pouzitého druhu a véku zasahu.
Dokud tomu tak nebude, je tfeba postupovat opatrné pii porovnavani dat napti¢ studiemi
vyuzivajicimi tento model. V soucasné dob¢ variabilita pozorovana v literatuie ve vztahu k

vyse uvedenym parametrim modelu ztéZuje porovnani dosazenych vysledkii.

1.3.3 Morfologické ukazatele poSkozeni mozku

Kombinace unilateralniho podvazu spole¢né krkavice a hypoxie vede k poskozeni ipsilateralni
hemisféry mozku. Intenzita poskozeni je zavisld na mnoha faktorech, mezi které patii: doba

stravenda v hypoxickém prostiedi, v€k, kmen hlodavce nebo pohlavi (Rice et al., 1981).

Intenzitu poskozeni mizeme rozd¢€lit na mirnou, stfedni a zavaznou. Rozdéleni do téchto tii
zakladnich skupin je odrazem snahy urcité unifikace na védecko-vyzkumném poli. Hlavnim
kritériem je velikost zasazené oblasti. Pro ucely této charakterizace se mozek rozd€luje na tii
hlavni struktury: mozkova kiira, hipokampus a podkorova bila hmota. Pfi mirném poskozeni je

zasazen dominantné hipokampus, kde dochézi ke ztraté predevSim v pyramidovych bunkéch
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v CA1 a CA3 oblastech, v podkorové bilé hmoté se vyskytuji lokalizovana az difizni loZiska
poskozeni, nicméné kortex ziistava nedotCen. V piipadé selektivniho poskozeni kortexu
mluvime jiz o stfedn¢ zdvazném posSkozeni. Vedle kortexu progreduje poskozeni hipokampu a
podkorové bilé hmoty. V piipadé poskozeni vSech 3 sledovanych oblasti fadime poskozeni

mezi zavazna.

Pfesnou metodu hodnoceni tvofi kvalitativni histopatologické skérovani. Uzitecnym je
skorovani dle Sheldona (Sheldon et al., 2018), kdy se histologicky zpracované preparaty
definovanych anatomickych oblasti (kortex, striatum, CA1l, CA2 a CA3 oblasti hipokampu,
gyrus dentatus) hodnoti od 0, bez poskozeni, do 3, které predstavuje difizni infarktové 1éze.
Celkové skore se nasledn€ porovnd s kontrolni skupinou. Velice perspektivni je kvantitativni
hodnoceni ztraty neurondlni tkdné, v anglické literatufe Casto oznafovano jako ,loss area
analysis”. Po histologickém obarveni jsou preparaty naskenovany ve vysokém rozliSeni a
porovna se ubytek nervové tkang, nejcastéji v porovnani s kontralateralni hemisférou (Regan et

al., 2007, Dobrivojevi¢ et al., 2013).

Imunohistochemické  zpracovani za uziti DAPI  (4',6-Diamidine-2'-phenylindole
dihydrochloride, jaderné imunofluorescencni barveni) nebo NeuN (Neuronal nucleal antigen)

vyznamné dopliiuji konvenéni metody histologického zpracovani.

1.3.4 Behavioralni testovani — test oteviceného pole

Studie zabyvajici se chovanim zvirat (behavioralni testovani) maji své zastoupeni pfi studiu
zmén v chovani a ovlivnéni sledovanymi faktory. Mezi tyto faktory patii naptiklad: hypoxie,

farmaka nebo zmény prostiedi.

Vyznamnym zéstupcem je tzv. test otevieného pole. Test oteviené¢ho pole mizeme chapat jako
obecné piijimané paradigma pro meétfeni explorativniho (tj. své prostiedi zkoumajiciho)
chovani. Princip testovani je velmi jednoduchy, hlodavec se umisti do nového prostiedi neboli
arény, kde se monitoruji zmény jeho chovani. Sledovany mohou byt jednotlivé domény
chovani, kam se fadi lokomoce (doba stravena pohybem), vzdalenost, kterou hlodavec urazi,
panackovani, péce o sebe sama nebo také lezeni (Andersen et al., 2000, Gellért & Varga, 2016).
Vedle explorativniho chovani je mozné¢ sledovat také anxietu (Seibenhener & Wooten, 2015).
Pokud je zvife umisténo do otevieného pole opakovang, 1ze testovat habituaci (tj. zvyknuti na

nov¢ prostiedi), nebo rozpoznavani novych objektii. Test otevieného pole ma mnoho variant a
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uprav. Pro pozorovani anxiety se vyuZziva napf. vyvySené kiiZzové bludisté (Elevated Plus Maze
— EPM), kde na zaklad¢ celkového Casu straveného v otevienych a uzavienych ramenech se
vytvoii kontrolni hodnoty — tzv. indexy, které se porovnavaji s experimentalni skupinou (Walf
& Frye, 2007). EPM se osvéd¢il naptiklad pti testovani benzodiazepini (BZD), kde u
testovanych jedincii s aplikaci BZD doslo ke zvySeni doby strdvené v otevienych ramenech
(Rodgers et al., 1992). Morrisovo vodni bludisté bylo vyuzito pfi studiu prostorové paméti,
nebo radialni bludisté, které bylo vyuZito pii testovani pracovni a referencni paméti a jejich

vztahti k hipokampu (Nunez, 2008).

Vedle samotnych variant testu otevieného pole se vynaklada zna¢né usili na digitalizaci procesu
zaznamenavani ziskanych dat. Dfive vyhodnocovani jednotlivych domén chovani
zaznamenaval pozorovatel. Mezi hlavni nevyhody tohoto vyhodnocovani patii velika
subjektivita, chybovost, ¢asova naro¢nost, rusivy faktor pozorovatele nebo nutnost osvétleni
(Martin & Bateson, 1986). Dal§im vyznamnym faktorem je také odli$nost cirkadidnniho rytmu,
kdy aktivita hlodavci pretrvava v no¢nich hodinach a observacni studie probihaly prevazné ve
dne. Do popfedi se diky technologickému rozvoji dostaly automatizované systémy
s pohybovymi senzory se schopnosti identifikovat a zaznamenat jednotlivé domény chovani.
Ptesnd identifikace pohybovych vzorcii automatizovanymi systémy, aniz by experimentalni

zvite bylo ruseno pozorovatelem, zdsadnim zplsobem zptesiiuje a zlepSuje namétend data.

Ptednim zéastupcem je syst¢ém LABORAS (z angl. Laboratory Animal Behaviour Observation,
TM Registration, and Analysis System, LABORAS™, Metris, Hoofddorp, Holandsko). Jedna
se o sofistikované zafizeni, které detekuje, kvantifikuje a klasifikuje rizné domény chovani
laboratornich mysi a potkanti. Mezi pozorované domény chovani patii doba stravena pohybem
— lokomoce (z angl. locomotion), celkovd vzdélenost, kterou zvite projde ve sledovaném
casovém intervalu (z angl. distance), ptijem potravy, piijem tekutin, panackovani (z angl.
rearing), lezeni po mtizce stropu klece (z angl. climbing), péce o sebe sama (z angl. grooming)
a mnoh¢ dals$i. Jednou z podstatnych vyhod tohoto pfistroje je jeho neinvazivnost. Zvife se
pohybuje v definované aren¢ (tvoiené plastovou schrankou/kleci 37x21x24 cm). Tato schranka
je polozena na trojuhelnikovité podlozce (z karbonovych vldken 70x70x100x3 cm). Podlozka
je pak poloZena na silové prevodniky (detektory). Pohyb zvifete vyvolava vibrace, které jsou
podlozkou sniméany, zesilovany, pfevadény na elektrické signaly a digitalizovany. Ziskana data
jsou pak softwarovym vybavenim LABORASu roztiidéna do jednotlivych kategorii. Systém

ve zvoleném c¢asovém useku detekuje rychlost pohybu zvifete (maximalni a primérnou),
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vzdalenost, kterou zvite urazilo, pfipadn€ vyhodnoti distribuci pohybu po arené. Pokrocile;jsi
nastaveni systému pak umoziuje stanovit i pocty ,,wed dog shakes™ specifického ottasani
zvitete typického naptiklad u aplikace kaindtu. Ziskand data 1ze hodnotit v riznych ¢asovych
intervalech (napt. sumarn¢ za celou dobu experimentu anebo v jednominutovych usecich) a
zvite sledovat teoreticky neomezenou dobu. Open field test 1ze provadét i opakované v rliznych
casovych odstupech (24 hodin, tyden apod.). Systtm LABORAS se stal od roku 1996
standardem na poli zvifeciho vyzkumu chovani. Je pouzivan ve vice nez 60 vyspélych zemich

po celém svété (Quinn et al., 2003, Quinn et al., 2006).
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2 HYPOTEZY A CILE PRACE

2.1 Hypotézy

IIL.

I1I.

2.2

II.

III.

IV.

Hypoxie kombinovana s ischémii povede k behaviordlnim zménam v testu oteviené¢ho
pole u sedmidenni mysi kmene C57BL/6NTac a tyto zmény budou pozorovatelné
v dospélosti.

Izolovana ischémie nepovede k behavioralnim zméndm v testu otevieného pole u
sedmidenni mySi kmene CS57BL/6NTac a tyto zmény nebudou pozorovatelné
v dospélosti.

Izolovana hypoxie nepovede k behaviordlnim zménam v testu otevieného pole u
sedmidenni mysSi kmene C57BL/6NTac a tyto zmény nebudou pozorovatelné

v dospélosti.

Cile prace

Ove¢rit u experimentalnich skupin vliv hypoxie kombinované s ischémii (modifikovany
Rice-Vannucciho model) na zmény pozorovanych domén chovani v testu oteviené¢ho

pole u mysi kmene C57BL/6NTac obou pohlavi.
Overit u experimentalnich skupin vliv izolovaného podvazu jedné spole¢né karotidy
nebo izolované expozice hypoxii na zmény pozorovanych domén chovani v testu

otevien¢ho pole u mysi kmene C57BL/6NTac obou pohlavi.

Porovnat vztah mezi morfologickymi zménami a zménami jednotlivych domén chovani

v testu otevieného pole u mysi kmene C57BL/6NTac.

Ovéfit u experimentdlnich skupin vliv pohlavné vazanych rozdili na zmény

jednotlivych domén chovani v testu otevieného pole u mysi kmene C57BL/6NTac.
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3 METODIKA

3.1 Pokusna zvirata

Ke viem zvifatim zafazenym do experimentu bylo pfistupovano v souladu s legislativou CR a
Evropské Unie [European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and other Scientific Purposes (Council of Europe No. 123, Strasbourg 1985)],
projekt pokusu této studie byl schvalen Komisi pro praci s pokusnymi zvifaty 1. LF UK a
Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy pod €islem jednacim MSMT- 11196/2020-2.

Vsechny pokusy byly provadény ve Fyziologickém ustavu 1. LF UK na mySich kmene
C57BL/6NTac (celkem pocet: 69, samci pocet: 42, samice pocet: 27). Pouzity mysi kmen byl

ziskan z Centra pro experimentalni biomodely 1. LF UK.

Mysi byly chovéany ve zvitetniku za standardnich podminek. Prostfedi chovu bylo regulovano
ve vice parametrech (teplota 2242 °C, vlhkost 5510 %, periody tmy a svétla se sttidaly po 12
hodinach). Mysi byly chovany v plastikovych akvariich s pilinovou podestylkou (30 x 30 x 40
cm) a s volnym pfistupem k vodé a potravé. Veskera pozorovani a zdsahy byly provadény mezi
08:00 a 12:00 hodinou dopoledne. Mlad’ata byla kojena matkou a odstavena na konci tfetiho

tydne. Pouzivali jsme mys$i ve véku 7 a 60 dni. Den narozeni (PND) byl pocitan jako nulty den.

3.2 Expozice hypoxicko-ischemickému poskozeni mozku

Pro tcely prace jsme vyuzili model podle Rice-Vannucciho, ptizplisobeny a upraveny pro praci
s mysi (Ditelberg et al., 1996, Zhu et al., 2009). Sedmidenni mysi mlad’ata podstoupila
jednostranny podvaz pravé spolecné krkavice a byla vystavena hypoxickému inzultu pobytem
v komote s 8% obsahem kysliku (kalibrovany plyn Linde Gas). Mysi byly pro tcely této prace
rozdéleny do 4 experimentalnich skupin: prvni skupina podstoupila podvaz spole¢né krkavice
spolecné s expozici hypoxickému prostiedi [CA/H] (kopiruje Rice-Vannucciho model); druha
skupina podstoupila pouze podvaz spolecné krkavice [CA/-]; tieti byla pouze exponovana
hypoxickému prostiedi [-/H]; a posledni skupina slouzila jako kontrolni, tedy nebyl u ni
proveden podvaz ani nebyla exponovana hypoxickému prostiedi [-/-], absolvovala vSak pobyt

v hypoxické komofie a podstoupila operacni vykon.
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3.2.1 Podvaz spoletné krkavice

Sedmy postnatalni den (PND7) podstoupily mysi chirurgicky vykon spocivajici v podvazu
pravé spolecné krkavice (a. carotis communis dextra). V pribéhu vykonu byla télesna teplota
zvitat udrzovana na 36,5 °C za pouziti vyhiivané podlozky. Jako anestetikum byl aplikovan
isofluran (5 % koncentrace pro uvod do anestezie, 2 % koncentrace pro udrzeni anestezie) za
pomoci nosni masky (inhalaéni systém EZ-SA800, AnLab, Praha, Ceské republika), maska
byla Setrné fixovana ke hibetu fixaéni paskou Micropore. Klize v oblasti fezu byla
dezinfikovéana Betadine (10% roztok jodovaného povidonu), s pouzitim chirurgického skalpelu
byl nasledné proveden fez na krku podél stiedni Cary vpravo. Podkozni tuk a svalstvo v misté
vykonu byly Setrné odsunuty z operacniho pole pomoci chirurgické pinzety. V néasledujici
vrstveé podél stfedni ¢ary byla oziejmena prava spole¢nd krkavice a nasledn¢ odpreparovana od
zily, bloudivého nervu a okolnich mékkych struktur opét za pouziti chirurgické pinzety.
Nasledn¢ byla tepna Setrné prerusena pomoci elektrokoagulace (Electrosurgical unit 1E,
KENTAMED Ltd., Plovdiv, Bulharsko). V zavéru vykonu byla rdna uzaviena vstiebatelnym
stehem o sile 6-0. Po dokon¢eném vykonu byla mlad’ata ponechana do probuzeni na vyhiivané
podloZce a ndsledné byla vracena na 1 hodinu k matce ke zotaveni. Mlad’ata ze skupiny [-/H] a
[-/-] absolvovala vykon také s vyjimkou podvazu pravé spolecné krkavice. Chirurgicky vykon

trval v priméru 6 minut.

3.2.2 Expozice hypoxickému prostredi

Po zotaveni z chirurgického vykonu hodinovym pobytem u matky byla mlad’ata umisténa do
hypoxické komory. Po dobu tvodnich 10 minut byl v komote zachovan normalni ptivod
vzduchu. Koncentrace kysliku byla nasledné snizena na 8 % smisenim vzduchu s dusikem na
kalibrovanou smés (Linde Gas, Praha, CR) po dobu 70 minut. Po indukci hypoxie byla
koncentrace z 8 % opétovné navysSena na koncentraci kysliku v normalnim vzduchu na dobu
10 minut. V priibéhu celého procesu byla v komoie udrZzovana stabilni teplota 36 °C. Mlad’ata
byla posléze premisténa z hypoxické komory zpét k matkadm, kde setrvala az do odstaveni
(PND21). Mlad’ata ze skupin [CA/-] a [-/-] rovnéz absolvovala pobyt v hypoxické komote ve

stejné dob¢ trvani bez expozice 8% koncentraci kysliku.
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3.3 Analyza chovani — test v otevireném poli

Pro pozorovani domén chovani mysi a zhodnoceni schopnosti vyrovnat se novymi podnéty
jsme vyuzili automatizovany systém pro dlouhodobou observaci chovani drobnych hlodavct v
laboratornich podminkach s nazvem LABORAS (z angl. Laboratory Animal Behaviour
Observation, TM Registration, and Analysis System, LABORAS™, Metris, Hoofddorp,
Holandsko). Zmény chovani byly sledovany 60. postnatalni den (PND60). Celkova doba
pozorovani byla 20 minut. V pribéhu tohoto 20minutového intervalu byla zvifata ponechana
bez rusivych podméta v klidném prostiedi. Po dokonéeném testovani byla navracena do svych
plastikovych akvarii. Byly pozorovany tyto domény chovani: doba strdvena pohybem, celkova
vzdalenost, panackovani a lezeni. Jednotlivé domény chovani byly rozdéleny do Ctyt po sobé
nasledujicich pétiminutovych intervald (0-5 min, 5-10 min, 10-15 min a 15-20 min) a

hodnoceny samostatn¢.

3.4 Perfuze a histologické zpracovani tkané

Pro ucely histologické analyzy byly z kazdé pracovni skupiny vybrani ¢tyfi samcei a Ctyfi
samice. Nasledujici den po analyze chovani v systému LABORAS (PND61) byly mysi uspany
intraperitonealni injekci thiopentalu v davce 40mg/kg t€lesné hmotnosti. Bezprostiedné poté
byla provedena transkardidlni perfuze ledovym fyziologickym roztokem (0,9% roztok NaCl)
nasledovana fixaci pomoci chlazeného 4% paraformaldehydu rozpusténého v 0,1M fosfatovém
pufru o pH 7,4. Mozky byly vyjmuty z kalvy a fixovany v 4% paraformaldehydu pies noc.
Fixované vzorky byly prosyceny v 20% roztoku sacharézy po dobu 24 hodin. Koronarni fezy
o sile tficeti mikrometrti byly pofizeny na kryostatu (Leica CM 3050S, Leica Biosystems,

Nussloch, Némecko) a pfeneseny na podlozni sklicka.

3.4.1 Nisslovo barveni

Kazdy ptipraveny preparat mozkové tkané byl obarven kresolovou violeti (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA). Tkéanové vzorky umisténé na podloznich sklickach byly dehydratovany
ve vzestupné fad¢ etanolil (70 %, 80 % a 96 %) vzdy 2 minuty v kazdé koncentraci a obarveny
Nisslovym barvenim (1% kresolové violet,, 0,2 mol/l kyselina octova, a 0,2 mol/l octan sodny,
4:1, pH=3) po dobu 20 minut. Po dosazeni pozadované intenzity barveni byly vzorky dvakrat

promyty destilovanou vodou a sestupnou fadou etanolt (96 %, 80 % a 70 %) vzdy 2 minuty v
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kazdé koncentraci. Nasledné byla sklicka ponotfena na 5 minut do xylenu (Penta s.r.o., Praha,
CR), poté byla inkubovana v jiné nadobé s xylenem dal$ich 45 minut. Za pouziti fixaéniho
média Roti-Histokitt IT (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Némecko) byly vzorky prekryty
krycim sklickem.

V ramci histologické analyzy byly zkoumany nasledujici oblasti mozku: kortex, oblasti CA1 a
CA3 hipokampu, hilus gyrus dentatus, ventralni list gyrus dentatus a dorsalni list gyrus

dentatus.

3.5 Statisticka analyza

Statistické zpracovani dat bylo provedeno s vyuzitim softwaru GraphPad Prism verze 8
(GraphPad Software, Inc., CA, USA). Pro analyzu spontanniho chovani mysi a k detekci
pohlavné vazanych rozdild byla vyuzita dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) a
Bonferroniho post-hoc test. Hodnoty p niz$i nez 0.05 byly povazovany za statisticky

signifikantni. Data byla prezentovana jako praiméry + standardni odchylka (SEM).
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza chovani

4.1.1 Doba stravena pohybem (locomotion)

Vysledky jednotlivych skupin jsou zndzornény v Obr. 4, Obr. 5, Tab. S a Tab. 6.

Samci ve vSech tfech stanovenych skupinadch [CA/H, CA/-, -/H] stravili delsi dobu pohybem
(lokomoce) v porovnani s kontrolni skupinou [-/-]. U samct skupin [CA/H] a [CA/-]
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokézala signifikantni rozdily ve faktoru casu
(p<0.001) a faktoru cCetnosti (p<0.01), Bonferroniho post-hoc test prokazal vyssi lokomoc¢ni
aktivitu mezi 1. a 5. minutou v porovnani s kontrolami (p<0.05) (Obr. 4: A a C). U samcti
skupiny [-/H] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve
faktoru ¢asu (p<0.001) a v interakci mezi faktory (p<0.05), Bonferroniho post-hoc test prokazal
vy$§i lokomo¢ni aktivitu mezi 1. a 5. minutou testu v porovnani s kontrolami (p<0.01) (Obr. 4:

E).

Samice ve skupinach [CA/H] a [CA/-] stravily del§i dobu pohybem (lokomoce) v porovnani s
kontrolni skupinou [-/-]. U samic skupiny [CA/H] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
prokazala signifikantni rozdily ve faktoru casu (p<0.05) (Obr. 4: B). U samic skupiny [CA/-]
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokézala signifikantni rozdily ve faktoru casu
(p<0.01) a faktoru cetnosti (p<0.01) (Obr. 4: D). U samic skupiny [-/H] nebyly prokazany

signifikantni rozdily v porovnani s kontrolami (Obr. 4: F).

Samci ve vSech stanovenych skupinach [CA/H, CA/-, -/H, -/-] stravili del§i dobu pohybem
(lokomoce) v porovnani se samicemi. Dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokéazala
signifikantni rozdily: ve skupiné [CA/H] ve faktoru ¢asu (p<0.01) (Obr. 5: A), ve skupiné [CA/-
] ve faktoru casu (p<0.001) (Obr. 5: B), ve skupin¢ [-/H] ve faktoru casu (p<0.001) a faktoru
pohlavi (p<0.01) (Obr. 5: C), Bonferroniho post-hoc test prokazal v této skupiné vyssi
lokomoc¢ni aktivitu mezi 1. a 5. minutou testu (p<0.05) (Obr. 5: C), a v kontrolni skuping [-/-]
ve faktoru ¢asu (p<0.001) (Obr. 5: D).

45



4.1.2 Panackovani (rearing)

Vysledky jednotlivych skupin jsou znazornény v Obr. 6, Obr. 7, Tab. 5 a Tab. 6.

Samci ve skupiné [CA/H] stravili kratsi dobu panackovanim v porovnani s kontrolni skupinou
[-/-]. Dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokéazala signifikantni rozdily ve faktoru
cetnosti (p<0.05) (Obr. 6: A). U samcii skupin [CA/-] a [-/H] nebyly prokazéany signifikantni
rozdily v porovnani s kontrolami (Obr. 6: C a E). U samic vSech tfech skupin [CA/H, CA/-,
-/H] nebyly prokazany signifikantni rozdily v porovnani s kontrolami (Obr. 6: B, D a F).

Samci ve skupiné [CA/-] stravili kratsi dobu panackovanim v porovnani se samicemi,
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdil ve faktoru casu
(p<0.05) (Obr. 7: B). Pohlavné¢ véazané rozdily v dobé panackovani nebyly prokazany ve
zbyvajicich skupinach [CA/H, -/H, -/-] (Obr. 7: A, C a D).

4.1.3 Vzdailenost (distance)

Vysledky jednotlivych skupin jsou zndzornény v Obr. 8, Obr. 9, Tab. 5 a Tab. 6.

Samci ve vSech tfech stanovenych skupinach [CA/H, CA/-, -/H] urazili del§i vzdélenost
v porovnani s kontrolni skupinou [-/-]. U samcii skupin [CA/H] a [CA/-] dvoufaktorova analyza
rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru casu (p<0.001) a faktoru ¢etnosti
(p<0.01). Bonferroniho post-hoc test prokazal del$i urazenou vzdalenost u samct skupiny
[CA/-] mezi 1. a 5. minutou v porovnani s kontrolami (p<0.05) (Obr. 8: A a C). U samcu
skupiny [-/H] dvoufaktorovéa analyza rozptylu (ANOVA) prokézala signifikantni rozdily ve
faktoru Casu (p<0.001), Bonferroniho post-hoc test prokazal delsi urazenou vzdalenost mezi 1.

a 5. minutou testu v porovnani s kontrolami (p<0.05) (Obr. 8: E).

U samic skupiny [-/H] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokézala signifikantni
rozdily ve faktoru ¢etnosti (p<0.05) (Obr. 8: F). Ve zbyvajicich skupinach [CA/H, CA/-] nebyly

prokézany signifikantni rozdily v porovnani s kontrolami (Obr. 8: B a D).

Samci ve skupinach [CA/H, CA/-, -/H] urazili del§i vzdéalenost v porovnani se samicemi. U
skupiny [CA/H] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve
faktoru ¢asu (p<0.05) (Obr. 9: A). U skupiny [CA/-] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)

46



prokézala signifikantni rozdily ve faktoru €asu (p<0.001) (Obr. 9: B). U skupiny [-/H]
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru ¢asu
(p<0.001) a pohlavi (p<0.001), Bonferroniho post-hoc test prokazal delsi urazenou vzdalenost
u samct mezi 1. a 5. minutou testu (p<0.01). (Obr. 9: C). U kontrolni skupiny byly prokézany
signifikantni rozdily ve faktoru ¢asu (p<0.05) (Obr. 9: D).

4.1.4 Splhani (climbing)

Vysledky jednotlivych skupin jsou znadzornény v Obr. 10, Obr. 11, Tab. S a Tab. 6.

U samci ve skupiné [CA/H] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni
rozdily ve faktoru cetnosti (p<0.05) (Obr. 10: A). U zbylych skupin [CA/-, -/H] nebyly u samct
prokézany signifikantni rozdily v porovnani s kontrolni skupinou [-/-] (Obr. 10: C a E). U samic
vSech tfech skupin [CA/H, CA/-, -/H] nebyly prokazany signifikantni rozdily v porovnani
s kontrolami (Obr. 10: B, D a F).

Samice ve skupinach [CA/H, CA/-, -/H] vykazaly vy$si intenzitu Splhani v porovnani se samci,
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru pohlavi
(p<0.05) (Obr. 11: A, B a C). Mezi kontrolnimi skupinami nebyly prokdzany Zzadné
signifikantni rozdily (Obr. 11: D).

4.2 Morfologicka analyza

Mezi hodnocené oblasti byly zatazeny kortex, oblasti CA1 a CA3 hipokampu, hilus a dorsalni
a ventralni listy gyrus dentatus. Strukturalni poSkozeni bylo omezeno pouze na hemisféru
ipsilateralni k mistu ligace spolecné krkavice ve skupiné [CA/H]. Patologické zmény se
projevily jako cetné pyknozy a fragmentace bunécnych jader. Nisslova substance byla
degradovana vakuolizacemi a porusenim bunécné sit¢. Morfologické charakteristiky
zahrnovaly také chaotické usporadani bunék, vymizeni jader a vyznamnou ztratu celkového
objemu bun¢k. Byl pozorovan jasny ubytek poctu bunéénych elementt a zachovalé pyramidové

buiiky byly piekryty bunéénym detritem.

Naproti tomu ve skupinach [CA/-], [-/H] a [-/-] nebyly pozorovany zadné znamky neuronalniho
poskozeni ani apoptdzy ve zkoumanych oblastech mozku. Buiiky hipokampu si zachovaly

charakteristické usporadani i tvar. Nisslova substance se optimalné¢ sytila pfi barveni a byla
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rovnom&rn¢ rozprostiena okolo jader bez pozorovatelnych vypadkl. Struktura bunck

odpovidala norme véetné jejiho uspotadani, jadra byla jasné zietelna (Obr.12 a Obr. 13).
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Obrizek 4: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostredi na lokomoci mysi kmene C57BlI/6NTac (PND 60). Grafy A, B, C, D, E, F zobrazuji dobu
lokomoce ve dvaceti minutovém sledovini rozdéleném do ¢tyf pétiminutovych intervali. [CA/H] samci (A, poCet: 4) a samice (B,
pocet: 7) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. [CA/-] samci (C, poCet: 8) a samice (D, poCet: 7) porovnani s kontrolni skupinou
[-/-]. [-/H] samci (E, pocet: 14) a samice (F, poCet: 8) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. Kontrolni skupina [-/-] (samci pocet: 16,
samice pocet: 5). Signifikantni rozdily dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a Bonferroniho post hoc testu zobrazeny jako *
(* = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001). Data prezentovina jako primér + SEM. [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho

model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné krkavice, [-/H] = izolovand expozice hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni

skupina.
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Obrizek 5: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostiedi na lokomoci mysi kmene C57BI/6NTac (PND 60). Pohlavné vizané rozdily skupin [CA/H],
[CA/-], [/H], [-/-] jsou zobrazeny na grafech A, B, C a D. Signifikantni rozdily dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a
Bonferroniho post hoc testu zobrazeny jako * (* = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001). Data prezentovina jako primeér + SEM.
[CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné krkavice, [-/H] = izolovand expozice

hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Obrazek 6: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoletné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostiedi na panackovani mysi kmene C57BI/6NTac (PND 60). Grafy A, B, C, D, E, F zobrazuji dobu
lokomoce ve dvaceti minutovém sledovéni rozdéleném do ¢tyf pétiminutovych intervali. [CA/H] samci (A, pocet: 4) a samice (B,
pocet: 7) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. [CA/-] samci (C, pocet: 8) a samice (D, pocet: 7) porovnani s kontrolni skupinou [-/-].
[-/H] samci (E, pocet: 14) a samice (F, pocet: 8) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. Kontrolni skupina [-/-] (samci pocet: 16,
samice pocet: 5). Signifikantni rozdily dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a Bonferroniho post hoc testu zobrazeny jako *
(* = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001). Data prezentovina jako prumér = SEM. [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho
model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spoletné krkavice, [-/H] = izolovand expozice hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni

skupina.
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Obrazek 7: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostiedi na panickovani mysi kmene C57BlI/6NTac (PND 60). Pohlavné vidzané rozdily skupin [CA/
HI, [CA/-], [-/H], [-/-] jsou zobrazeny na grafech A, B, C a D. Signifikantni rozdily dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a
Bonferroniho post hoc testu zobrazeny jako * (* = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001). Data prezentovina jako primér + SEM.
[CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spoleéné krkavice, [-/H] = izolovand expozice

hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Obrazek 8: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostfedi na vzdilenosti my3i kmene C57BI/6NTac (PND 60). Grafy A, B, C, D, E, F zobrazuji dobu
lokomoce ve dvaceti minutovém sledoviani rozdéleném do &tyf pétiminutovych intervalti. [CA/H] samci (A, podet: 4) a samice (B,
pocet: 7) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. [CA/-] samci (C, poCet: 8) a samice (D, pocet: 7) porovnani s kontrolni skupinou [-/-].
[-/H] samci (E, pocet: 14) a samice (F, po¢et: 8) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. Kontrolni skupina [-/-] (samci pocet: 16,
samice pocet: 5). Signifikantni rozdily dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a Bonferroniho post hoc testu zobrazeny jako * (*
= p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001). Data prezentovina jako primér + SEM. [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model,

[CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné krkavice, [-/H] = izolovand expozice hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Obrizek 9: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoleéné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostiedi na vzdalenosti mysi kmene C57Bl/6NTac (PND 60). Pohlavné vizané rozdily skupin [CA/H],
[CA/-], [-H], [-/-] jsou zobrazeny na grafech A, B, C a D. Signifikantni rozdily dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a
Bonferroniho post hoc testu zobrazeny jako * (* = p<0.05, ** = p<0.01, ##* = p<0.001). Data prezentovina jako pramér + SEM.
[CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné krkavice, [-/H] = izolovand expozice

hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Obrazek 10: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostredi na Splhani mysi kmene C57BI/6NTac (PND 60). Grafy A, B, C, D, E, F zobrazuji dobu
lokomoce ve dvaceti minutovém sledovéni rozdéleném do étyf pétiminutovych intervali. [CA/H] samci (A, pocet: 4) a samice (B,
pocet: 7) porovnani s kontrolni skupinou [-/-]. [CA/-] samci (C, poCet: 8) a samice (D, poCet: 7) porovnéni s kontrolni skupinou [-/-].
[-/H] samci (E, poCet: 14) a samice (F, poCet: 8) porovnani s kontrolni skupinou [-/-]. Kontrolni skupina [-/-] (samci poCet: 16, samice
pocet: 5). Signifikantni rozdily dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a Bonferroniho post hoc testu zobrazeny jako * (* =
p<0.05, ¥* = p<0.01, **¥* = p<0.001). Data prezentovina jako primér + SEM. [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model,

[CA/-] = izolovany podvaz pravé spole¢né krkavice, [-/H] = izolovand expozice hypoxickému prostfedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Obrazek 11: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostfedi na Splhani mysi kmene C57Bl/6NTac (PND 60). Pohlavné vizané rozdily skupin [CA/H],
[CA/-], [-/H], [-/-] jsou zobrazeny na grafech A, B, C a D. Signifikantni rozdily dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a
Bonferroniho post hoc testu zobrazeny jako * (* = p<0.05, ** = p<0.01, *#¥* = p<0.001). Data prezentovina jako primér + SEM.

[CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spoletné krkavice, [-/H] = izolovand expozice

hypoxickému prostfedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Tabulka S Souhrn statistického vyhodnoceni

LOKOMOCE
(LOCOMOTION)

PANACKOVANI
(REARING)

VZDALENOST
(DISTANCE)

SPLHANI
(CLIMBING)

POROVNANI S -/-

dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
interakce: [F72=0,3293 p=0.8041] [F.72=0.06087 p=0.9802] [F3.72=0.278 p=0.8406] [F72=0.1379 p=0.9371]
cas: [Fa.72=7.807 p=0.0001] [F6.72=0.3934 p=0.7581] [F.72=7.319 p=0.0002] [F.72=0.4907 p=0.6898]
J | Cetnost: [Fa2=15.22  p=0.0002] [Fa,2=4.924  p=0.0296] [Fa,72=9.358 p=0.0031] [Fa727=5.319 p=0.0240]
Bonferroniho post-hoc test
cas: 5. minuta [t72=2,575, p=0,0483] n.s. n.s. n.s.
CA/
m dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
interakce: [F.40=1.188, p=0.3263] [F.40=0.1435 p=0.9332] [F5.40=0.5910 p=0.6245] [F(3.40=0.3582 p=0.7834]
Q | cas: [F3.40=3.923 p=0.0152] [F3.40=0.2864 p=0.8350] [Fea0=1.545 p=0.2178] [F(,40=0.3306 p=0.8033]
Cetnost: [F1.40=2.750 p=0.1051] [Fa.40=1.648 p=0.2067] [F1.40=0.02663 p=0.8712] [Fu.40=1.947 p=0.1706]
Bonferroniho post-hoc test
Cas: n.s. n.s. n.s. n.s.
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
interakce: [Fi3.88=0.7186 p=0.5435] [Fi.88=0.6358 p=0.5939] [Fess=1.192 p=0.3174] [Fi.83=0.07868 p=0.9714]
cas: [Fis8=15.18 p<0.0001] [Fes8=2.386 p=0.0745] [F.88=15.79 p<0.0001] [F3.88=0.8688 p=0.4605]
Jd | Cetnost: [Fass=11.25 p=0.0012] [Fass=1.174 p=0.2816] [F,88=10.29 p=0.0019] [Fass=3.185 p=0.0778]
Bonferroniho post-hoc test
Cas: 5. minuta [ts=2.625 p=0.0408] n.s. 5. minuta [ts=2.917 p=0.0179] n.s
CA/- dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
interakce: [F(3.40=0.4569 p=0.7139] [F.40=0.5900 p=0.6251] [F(3.40=0.466 p=0.7071] [F(3.40=0.2630 p=0.8516]
cas: [F.40=4.585 p=0.0075] [F40=1.482 p=0.2341] [F.40=2.417 p=0.0805] [F3.40=0.5109 p=0.6771]
? | cetnost: [Fa.40=11.75 p=0.0014] [F1.40=0.8590 p=0.3596] [F(1.40=3.979 p=0.0529] [Fa1.40= 2.546 p=0.1185]
Bonferroniho post-hoc test
cas: n.s. n.s. n.s. n.s.
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
interakce: [Fi,112=2.716 p=0.0481] [F.112=0.4427 p=0.7229] [F6.112=2.474 p=0.0653] [F.112=0.6011 p=0.6156]
cas: [F,112=27.88 p<0.0001] [Fe112=1.611 p=0.1908] [Fe,112=25.25 p<0.0001] [F.112=0.6042 p=0.6136]
Jd | cetnost: [Fa.12=3.484 p=0.0646] [Fa112=1.181 p=0.2795] [F1.112=3.001 p=0.0860] [Fa112=1.274 p=0.2614]
Bonferroniho post-hoc test
-/ das: 5. minuta [tu12=3.243 p=0.0062] | n.s. 5. minuta [tq12=3.050 p=0.0114] n.s.
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
interakce: [F(3.44=0.4239 p=0.7368] [F3.44=0.07120 p=0.9751] [F3.49=0.3525 p=0.7875] [F.449=0.1898 p=0.9028]
Q | cas: [F.449=2.205 p=0.1009] [F3.44=0.5974 p=0.6201] [F.49=1.480 p=0.2330] [F6449=0.315  p=0.8141]
Cetnost: [Faa9=1.314 p=0.2578] [Fa44=3.788  p=0.0580] [Fa.44=4.788 p=0.0340] [F(1.449=0.01193 p=0.9135]
Bonferroniho post-hoc test
Cas: n.s n.s n.s n.s

Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované

expozice hypoxickému prostfedi na pozorované domény chovani mysi kmene C57Bl/6NTac Sedesaty den po

narozeni (PND 60). [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné

krkavice, [-/H] = izolovana expozice hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina. N.s. = nesignifikantni, p =

hladina vyznamnosti, F = hodnota testového kritéria, t = t-hodnota. Faktory analyzy rozptylu: ¢as, Cetnost.
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Tabulka 6 Souhrn statistického vyhodnoceni, pohlavné vazané rozdily

POHLAVNE VAZANE ROZDILY

dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)

interakce: [Fo30-0.5746 p=0.6354] [Fo10-0.1277 p=0.9431] [Fo19-0.3301 p—0.8036] [Fo10-0.5733 p=0.6363]

Zas: [Fa30=6.093 p=0.0018] [Fi336=0.2327 p=0.8730] [Fa=3.828 p=0.0177] [Fo36=0.1343 p=0.9389]

CA/ | pohavi: [Fa36=2.862 p=0.0993] [Fa.36=0.2530 p=0.6180] [Fa36=2.693 p=0.1095] [Fus=7.097 p=0.0115]
H Bonferroniho post-hoc test

cas:

n.s.

n.s.

dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)

| n.s.

interakce: [F.52=0.6156 p=0.6080] [F.527=2.363 p=0.0818] [Fi.52=0.7882 p=0.5059] [F.52=0.0882 p=0.9662]

cas: [Fas52=10.72 p<0.0001] [Fo52=3.469 p=0.0225] [Fas2=11.39  p<0.0001] [Fas2=1.081 p=0.3655]
CA /- | pohlavi: [F(1.52=0.4727 p=0.4948] [F(1.52=0.2475 p=0.6210] [F(1.52=0.4963. p=0.4843] [Fas2=5.554 p=0.0222]

Bonferroniho post-hoc test

Cas: n.s. n.s. n.s. n.s.

dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)

interakce: [F.50=0.8148 p=0.4894] [Fes0=1.315 p=0.2753] [F.50=0.9686 p=0.4118] [F3.50=0.8099 p=0.4921]

Cas: [Fe0=13.07 p<0.0001] [F,30=0.4625 p=0.7092] [Fes0=13.12  p<0.0001] [F3.50=0.2878 p=0.8340]
-/H pohlavi: [F1,80=9.636 p=0.0026] [F(180=3.750 p=0.0563] [Fa0=12.82  p=0.0006] [Fa,80=4.692  p=0.0333]

Bonferroniho post-hoc test

Cas: 5. minuta [tgs=2.731p= 0.0311] n.s. 5. minuta [tg0=3.094 p=0.0100] n.s

dvoufaktorovi analyza rozptylu (ANOVA)

interakce: [Fi.5=0.6156 p=0.6080] [Fe76=0.3461  p=0.7921] [Fi.76=0.5557 p=0.6459] [F,76=0.3445 p=0.7932]

Cas: [F3,52=10.72 p<0.0001] [F3,76=0.3462  p=0.7920] [Fi,76=2.846  p=0.0431] [F3,76=0.6315 p=0.5969]
-/- pohlavi: [F.52=0.4727 p=0.4948] [F(1.76=0.002899 p=0.9572] [F(1.76=0.8104 p=0.3709] [Fu76=3.954 p=0.0504]

Bonferroniho post-hoc test

Cas: ns. n.s. n.s.

Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoleéné krkavice a izolované

expozice hypoxickému prostfedi na pozorované domény chovani mysi kmene C57Bl/6NTac Sedesaty den po

narozeni (PND 60). [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné

krkavice, [-/H] = izolovana expozice hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina. N.s. = nesignifikantni, p =

hladina vyznamnosti, F = hodnota testového kritéria, t = t-hodnota. Faktory analyzy rozptylu: ¢as, cetnost.
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Obrazek 12: Prehled morfologické analyzy, barveni dle Nissla, Sedesaty den po narozeni (PND 60).
Reprezentativni mikroskopické obrazky saméich fezli mozkem ze Ctyt stanovenych skupin. Barveni dle Nissla.
Mozkova kira a hipokampus ipsilateralni hemisféry podvazu (A, B, C a D, ZvétSeni: 40x), se zaméfenim na CAl
zonu (Zvétseni: 200x). Ve skupiné [CA/-], (C a D), nebylo prokdzano morfologické poskozeni tkan¢ na urovni
svételné mikroskopie. Ve skupiné [CA/H] vizualizovany ¢etné pykndzy a fragmentace bunécnych jader, chaotické
uspotfadani bun€k a vyznamna ztrata celkového objemu bunék (A a B). [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho

model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spole¢né krkavice.
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Obrazek 13: Prehled morfologické analyzy, barveni dle Nissla, Sedesaty den po narozeni (PND 60).
Reprezentativni mikroskopické obrazky samcich fezli mozkem ze Ctyt stanovenych skupin. Barveni dle Nissla.
Mozkova kira a hipokampus ipsilateralni hemisféry podvazu (A, B, C a D, ZvétSeni: 40x), se zaméfenim na CAl
zonu (Zvétseni: 200x). Ve skupinach [-/-], [-/H], (A, B, C a D), nebylo prokazano morfologické poskozeni tkané

na urovni svételné mikroskopie. [-/H] = izolovana expozice hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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S DISKUZE

V této praci jsme zkoumali dlouhodoby dopad perinatalniho HI poskozeni mozku u mysi kmene

C57BL/6NTac. Tato studie se zaméfila na zodpovézeni nasledujicich otazek:

e Aplikovatelnost a dalsi vyuzitelnost Rice-Vannucciho zvifeciho modelu u
sedmidennich mlad’at mysiho kmene C57BL/6NTac.

e Jakd je mira a kvalita strukturdlniho poSkozeni v oblasti hipokampu zplisobené¢ho
normobarickou hypoxii a jednostrannym podvazem spole¢né krkavice ¢i jejich
odd¢€leného piisobeni.

e Jak se projevuji pozdéjsi a dlouhodobé zmény vyvolané v disledku HI poskozeni mozku
v ruznych doménach chovani a jaka je jejich interpretovatelnost.

e Sledovani vazby pohlavi a behavioralnich zmén a ptipadné i strukturdlnich zmén.

Hypoxie je chapana jako nedostatek kysliku ve tkédnich, anebo presnéji jako stav, kdy nabidka
kysliku tkanim neni dostate¢na k pokryti aktudlnich potieb bunééného metabolismu. Pokud
hypoxie ptfesahne svoji intenzitou nebo délkou kompenzacni schopnost tkané¢, vede k jejimu
nenavratnému poskozeni. Vyznamna citlivost k hypoxii je charakteristicka pro mozek jako
organ s nejvysSimi naroky a prioritou pro adekvatni oxygenaci. I pies znaéné¢ kompenzacni
schopnosti nervové tkané, jeji plasticitu a kapacitu adaptace, zlstavaji disledky (klinické)
hypoxie velmi zavazné. Fyziologicky pribéh intrauterinniho vyvoje, porodu a casného
poporodniho obdobi, téZ souhrnné€ oznacovaného jako perinatalni obdobi, je nezbytny pro dalsi
adekvatni vyvoj jedince. Je obvyklé, Ze k hypoxickému posSkozeni dochédzi pravé v tomto
obdobi. Hypoxicky inzult prodélany v perinatdlnim obdobi souhrnné¢ oznaCujeme jako

perinatalni hypoxii a patfi mezi hlavni pfi¢iny morbidity a mortality.

Z vyse uvedeného je patrné, ze modelovani HI poskozeni mozku u zvifat je prioritnim ukolem
a vyznamnou cestou studia disledkt tohoto poskozeni nervové tkané. Nalezeni adekvatniho,
jednoduse aplikovatelného a predevsim dobie interpretovatelného modelu HI by mohlo pomoci
pochopit zakladni patofyziologické mechanizmy rozvoje tohoto onemocnéni, predikovat tizi
jeho rozvoje a samoziejme i pomoci nalézt u¢innou terapii, anebo (v idedlnim ptipad¢) hledat
ucinné nastroje prevence. Zvifeci modely HI zaznamenaly od poloviny 20. stoleti zna¢ny
rozvoj. Mezi vyznamného zastupce fadime Rice-Vannucciho model, ktery se stal standardem

modelovani hypoxie-ischemie. Zviteci modely v prub¢hu let uspésné reprodukovaly hypoxické
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podminky, prohloubily znalosti mechanizmii poSkozeni bilé a Sedé hmoty a v neposledni fadé
pfinesly moznost testovani novych terapeutickych moznosti. Stran terapie byla diky
modelovani HI zavedena dosud jedind efektivni 1écba — fizend hypotermie. V soucasné dobé
dochazi na urovni preklinického vyzkumu k testovani novych kandidati pro efektivni terapii,
za vSechny jmenujme napiiklad erytropoetin a jeho analoga, melatonin, xenon nebo alopurinol

(Frajewicki et al., 2020).

Uskalim velikého mnoZstvi zvifecich modeld nicméné ziistava nejednotnost a z ni plynouci
obtizna reprodukovatelnost zjisténych vysledki. Interpretaci vysledkii komplikuje samotné
uziti animalniho modelu navzdory podrobné znalosti ontogeneze. Hranice hypoxie-ischemie je
stanovena arbitrarn¢ na zakladé prikazu morfologického poskozeni mozku. Velikou pozornost
ale zasluhuje také jemné poskozeni nervové tkané, které vede k pozorovatelnym behavioralnim
zménam 1 bez prukazu abnormalit v konvencéni morfologické analyze mozku. Odpoveéd’ na

otazku, které zmény chovani nejcitlivéji tyto subtilni zmény zpisobuji, je zasadni.

Rice-Vannucciho (RV) model je jednim z mnoha prezentovanych modell perinatdlni hypoxie-
ischemie (Rumajogee et al., 2016, Gennaro et al., 2019). Vyvoj spolehlivého modelu HI
poskozeni je vazdn na schopnost odhalit a vyuzit podobnosti ve fylogenetickém
vyvoji nervového systému u raznych zivoc¢isnych druhd (Clowry et al., 2014). Jednou z
hlavnich nevyhod zvifecich modeli je relativné vysoky rozptyl miry indukovaného HI postizeni
intraindividudlni variabilitou, je nicméné mozno pifekonat zvétSenim experimentalnich skupin.
Na poli perinatalni hypoxie je nejslibnéjsim pravé RV model, ktery se zaméfuje na poskozeni
mozkové tkan¢ a motoricky deficit, které jsou u hlodavce a ¢lovéka velmi podobné (Rumajogee
et al., 2016). RV model jednostranného podvazu krkavice s indukci hypoxie, tedy hypoxie s
ischemii dohromady, byl upraven pro pouziti u sedmidenniho mladéte mysi kmene
C57BL/6NTac (Rice et al., 1981, Ditelberg et al., 1996, Zhu et al., 2009). Ocekavané
strukturdlni postizeni mozkové tkdn¢ bylo zaznamenano ve studovanych oblastech mozku
my$i, unilateralné k mistu provedené ligace. Pouzitymi metodami bylo naopak potvrzeno, Ze u
skupin s izolovanym podvazem krkavice a s izolovan¢ provedenou hypoxii, nedoslo k
morfologickym zméndm charakteru neuronalniho poSkozeni ve zkoumanych oblastech mozku
(Ten et al., 2003, Vannucci & Hagberg, 2004). Tyto nalezy podporuji hypotézu, Ze pro tspésné

pozorovani morfologickych projevii HI poSkozeni mozku je nutnd kombinace hypoxie a
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jednostranného podvazu tepny, coz mimo jiné odpovidd RV modelu (Rice et al., 1981,

Vannucci & Hagberg, 2004, Riljak et al., 2020).

Naproti tomu izolované zasahy (tedy hypoxie odd€lend od ischémie) byly i pfes negativni
morfologicky nalez schopny vyvolat zmény v riiznych doménach chovani. Jednim z vystupa
této prace proto je, ze priliSny diiraz na pozorovani morfologickych zmén a interpretace jejich
nepfitomnosti jako soucasna nepiitomnost patologickych zmén, mtize byt zavadéjici. Pokud
bychom se vénovali i behaviordlnimu popisu disledkii téchto zmén (se stejnou mirou
preciznosti), hodnoceni diisledkti bude daleko piesnéjsi. Nami upraveny model poukazuje na
dilezitost a nepostradatelnost behavioralniho testovani. Hypoxické poskozeni, ackoliv nebylo

morfologicky prokazatelné, zptisobilo vyznamné behavioralni zmény.

Samotna interpretace a reprodukovatelnost behavioralnich zmén maze byt hlavnim limitujicim
faktorem. Subjektivni vyklad a interpretace komplexnich zmén chovanti je totiZ velice nepfesny.
Tento limitujici faktor lze nicméné€ minimalizovat pravé standardizaci pfi pozorovani
jednotlivych piesné definovanych domén chovani automatizovanymi systémy. Dale Ize diky
soubéznému hodnoceni porovnavat jednotlivé domény chovani navzdjem ve stejném Case a
hodnotit tak zmény chovéani komplexné (mira anxiety zvitete, tendence opustit klec nebo patraci

chovani).

Nase vysledky prokazuji, ze perinatalni hypoxie vedouci k morfologickym i behaviordlnim
zménam zpusobila také pohlavné vazané rozdily v riznych doménédch chovani (lokomoce,
lezeni). Hypoxicti samci projevovali ve vEtSi mife explorativni chovani nez hypoxické samice
(Obr. 5). Podobny vzorec byl pozorovan i u celkové vzdalenosti v otevieném testovacim poli
(Obr. 9). HI samci panackovali a Splhali vyznamné méné nez kontroly (Obr. 10). Test v
otevieném poli prokézal, Ze vSechny tfi studované sam¢i skupiny (hypoxickad, ischemicka a HI)
projevovaly vice explorativni chovani nez kontroly v prvnich 5 minutach (Obr. 4). Samci
obecné projevovali vyssi citlivost k hypoxicko-ischemickym inzultim. Samice celkové vice
Splhaly a hypoxické samice panackovaly signifikantn€ méné nez hypoxicti samci (Obr. 10 a 7).
Bylo mozné pozorovat vyznamné narusenou habituaci u samct, zaroven hypoxie sama o sob¢
snizila u samic tendence k explorativnimu chovani. Samci vystaveni postnatalni hypoxii-
ischemii projevili mens$i miru vertikdlni aktivity (panaCkovani a Splhéni) a vys$Si miru

horizontalni aktivity (lokomoce obecné a celkova vzdalenost).
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Je zndmo, Ze vedle hormonélniho vlivu jsou pohlavné vazané zmény v reakci na hypoxii
zpisobeny odlisnou aktivaci apoptotické kaskady (Haast et al., 2012, Hill & Fitch, 2012,
Arambula et al., 2019). V reakci na stejny hypoxicky inzult bylo u muzského pohlavi evidovano
vetsi mnozstvi aktivovanych kaspaz, a tedy vétsi mnozstvi zaniklych bunék v porovnani
s zenskym pohlavim (Liu et al., 2009, Hill & Fitch, 2012, Netto et al., 2017). AvSak pohlavné

vazané rozdily z pohledu odlisnosti ve vertikalni a horizontalni aktivit¢ nebyly doposud

popsany.

Behavioralni zmény u mysi vystavenych zvlast’ hypoxii nebo ischemii jsou pozoruhodné hned
z nékolika divodi. V pribéhu pozorovani jsme zjistili, Ze mysi samice mély pfirozené vyssi
tendence ke $plhani nez samci (Obr. 11). Splh provadény po sténach klece je formou
stereotypniho repetitivniho chovani, které hovoii pro vétsi miru zvidavosti u samic s cilem 1épe
prozkoumat neznamé prostiedi mimo klec (Dere et al., 2018). Citlivy a pfesny uchop koncetin,
ktery je u my$i nutny pro Splhéni, 1ze prenesené chapat jako reprezentaci jemné motoriky, ktera
je za jinych okolnosti jen obtizn¢ definovatelnd v ramci studia biologickych modeld. Dtive
publikované studie se dosud nezabyvaly pohlavnimi rozdily s ohledem na $plhani (Nevison et
al., 1999). Tento piirozeny rozdil mezi pohlavimi tak muze pfispét k interpretaci n€kterych
pozorovani ve zméndch chovani, kterd by se bez zohlednéni tohoto faktoru mohla zdat
nesignifikantni. Zjednodusené feceno, k dosazeni signifikantniho vysledku v rozdilu $plhani

mezi sledovanou kohortou a kontrolami by u samic bylo potteba vétSiho rozdilu nez u samci.

Pro nasi praci byl vybran mys$i kmen C57BL/6NTac. Jednotlivé mysi kmeny se vzajemné
odliSuji svou nachylnosti k hypoxicko-ischemicky podminénym poskozenim mozku v ramci
RV modelu (Sheldon et al., 1998, Wolf et al., 2016, Sheldon et al., 2018). Mysi kmen C57BL/6
je tvoren vice podskupinami, které se odliSuji nejen genotypem, ale i fenotypem. Pravé
CS57BL/6NTac kmen je jednim z nejvhodnéjSich a nejvice vyuZivanych mysSich kmend pro
studium hypoxie a je mimo jiné vhodnym kandidatem i pro studium pohlavné vazanych rozdila
(Zhao et al., 2019). Pro tento kmen je charakteristické, Ze vykazuje projevy poSkozeni mozkové
tkané jiz po relativné kratké expozici hypoxii, coZ umoznuje rychlou detekci rozdilti a urychleni

postupu laboratorni prace.

Dale je tfeba zohlednit limitujici faktory této prace. Ackoliv Ize RV model povazovat za dobie
sestaveny a oveieny pristup ke studiu hypoxie u nezralého mozku, narazime zde na nékolik
nezanedbatelnych komplikaci. Mezi dva hlavni problémy zatazujeme rozdil v uspotadani

nervové soustavy mezi ¢lovékem a hlodavcem a odlisnosti v procesu dozravani nervové tkané
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(Rumajogee et al., 2016). Hlodavci se vyznacuji podstatné menSim pomérem subkortikalni bilé
hmoty, vyraznymi odliSnostmi v cévnim zasobovani mozku, ale i v metabolismu tkané, ktery
predisponuje k vétsi citlivosti Sedé klry v ndvaznosti na postizeni bilé hmoty (Vannucci &

Vannucci, 2005).

Hodnoceni morfologickych zmén mozku bylo v rdmci RV modelu popisovano za pomoci
zéakladnich histologickych technik a béZzného barveni. Pro ziskani ptesnéjsich vysledki by bylo
vhodné doplnit provedend pozorovani o podrobnéjsi histologické a imunohistologické
analytické metody. Pro ucely této studie morfologicka analyza slouzila jako ukazatel kvality
proveden¢ho experimentu, tedy kontrola ocekdvanych morfologickych korelatli popsanych
v literatufe u RV modelu. Dale jsme nesledovali dopady perinatalni hypoxie, ischemie a jejich
kombinace na rizné druhy spontanniho chovéani mysi v del§im ¢asovém horizontu ¢i vice
opakovanych métenich. Za limitujici miiZze byt t€Z povazovano, Ze mysi byly sledovany pouze
v prub¢hu limitovaného Casového useku dvaceti minut. DelSi ¢as pozorovani by mohl byt
zdrojem cennych informaci ohledné rozdili ve spektru chovani a dlouhodobé&jsich nasledkti
experimentu. Tyto experimenty jsou naplanovany na nejbliz§i budoucnost a mohly by pomoci
ucelit obraz naseho poznani. VEétsi mnozstvi dat na druhou stranu komplikuje statistické
zpracovani a pro mnozstvi informaci nemusi byt ve svém diisledku vyhodou a mlize maskovat

hlavni hypotézu.

Ackoliv jsme se snazili maximalné respektovat cirkadidnni rytmus mysi, pro podrobnou
analyzu cirkadiannich zmén a jejich vlivu na chovani by bylo vhodné rozsitit dobu pozorovani.
Specifické domény chovani se mohou v prubéhu tmavé (aktivni) a svétlé (klidoveé) Casti dne
vyznamné liSit (Valuskova et al., 2019). Mnohé¢é externi faktory (napt. fyzikalni faktory, denni
doba, pritomnost pozorovatele, rusivé zvuky apod.) mohou byt zdrojem systémovych chyb v
prabéhu laboratorni prace s hlodavci (Perals et al., 2017, Dere et al., 2018). Proto jsme se snazili
tyto vlivy minimalizovat standardizaci chovnych podminek a vyuZitim automatizovaného
systtmu LABORAS, ktery umoziiuje hodnoceni projevii mysSiho chovani bez piitomnosti

pozorovatele (Van de Weerd et al., 2001).

Dalsi cast studie vyuzije modifikovany RV model pro analyzu dlouhodobych zmén chovani u
testovani moznych terapeutickych zasahti u hypoxicko-ischemického inzultu (melatonin,

erytropoetin, kanabinoidy, MgSOs a jejich kombinace).
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6 ZAVER
Cilem této prace bylo zhodnoceni funk¢nosti modifikovaného Rice-Vannucciho modelu u
sedmidenni mysi kmene C57BL/6NTac. Pfi dodrZzeni podminek modelu indukovana hypoxie s

ischemii vyvolaly podstatné behavioralni i morfologické zmény, které vedly k vyrazné poruse

habituace a poruse schopnosti mysi vyrovnavat se s novymi podnéty.

Zjisténé zmény spontanniho chovani nebyly doprovazeny morfologickymi zménami mozkové
tkané ve skupinach s oddélené indukovanou hypoxii nebo ischemii. Jednotlivé oddélené inzulty
ale byly schopny ovlivnit spontanni chovani v pozd¢jSim vyvoji mysi. Z tohoto ditvodu je pii
pozorovani morfologickych zmén nutné vénovat se stejnou mirou pozornosti i hodnoceni
behavioralnich duasledkli experimentu. Nami upraveny model poukazuje na dilezitost a
nepostradatelnost behavioralniho testovani, jelikoz nizsi mira hypoxického poskozeni nebyla

morfologicky zjistitelna, ackoliv zptisobila vyznamné zmény chovani.

Zajimavym nalezem jsou zmeény vV jednotlivych doménach chovéani z pohledu pohlavné
vazanych rozdili. Samci 1 samice vystaveni postnatalné hypoxii a ischemii projevovali nizsi
miru vertikalni aktivity a vys$S§i miru lokomoce. Toto pozorovani dosahlo statistické
vyznamnosti pouze u samcl, pravdépodobné z divodu ptirozenych pohlavnich rozdili
popisovanych v diskusi. Samice obecné Splhaly vice nez samci. Vysledky této prace poukazuji
na to, ze rozdily v horizontalni a vertikdlni aktivité v reakci na hypoxii-ischemii zasluhuji do

budoucna vice pozornosti a pozorovani by méla byt pro ob¢ pohlavi sestavena zvlast'.

Zavérem lze konstatovat, Ze cile prace zhodnoceni funk¢nosti modifikovaného Rice-
Vannucciho modelu a prikazu behaviordlnich zmén u izolovaného podvazu jedné spolecné
karotidy nebo pouze expozice hypoxii u mysi kmene C57BL/6NTac byly splnény. Na zékladé
dosazenych cilli jsme zamitli druhou a tfeti hypotézu. Prvni hypotéza nebyla zamitnuta.
Podstatné je poznani, ze behavioralni zmény u izolovaného podvazu jedné spolecné karotidy
nebo pouze expozice hypoxii u mysi kmene C57BL/6NTac nevedou k pritkazu morfologickych
zmén. Ztohoto divodu si analyza behaviordlnich zmén zasluhuje vétsi pozornost pii

pozorovani dasledkt HI inzultu.
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