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ABSTRAKT

Perinatalni hypoxie je souhrnné oznageni pro hypoxicky inzult probéhly v perinatalnim obdobi.
Zviteci modely v pribéhu let uspé€Sné reprodukovaly hypoxické podminky a prohloubily
znalosti mechanizmt poSkozeni mozku. Pfednim zastupcem je Rice-Vannucciho zviteci model,
ktery vyuziva jednostranny podvaz spoletné krkavice s naslednou 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 drobny h hlodavci v laboratornich podminkach s nazvem
LABORAS. Zmény chovani byly sledovany 60. postnatalni den, a to v né&kolika rizny h
doménach chovani. Pro ugely histologické analy y byly zkouméany nasledujici 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 vyr zné poruse habituace a poruse schopnosti mysi vyrovnavat se s novy i podnéty.
Zjisténé zmény spontanniho chovani nebyly doprovazeny morfologicky i zménami mozkové
tkan¢ ve skupinach s oddelen¢ indukovanou hypoxii nebo ischemii. Jednotlivé oddélené inzulty
ale byly schopny ovlivnit spontinni chovani v pozd&jsim vyv ji mysi. Nami upraveny model
poukazuje na dulezitost a nepostradatelnost behaviordlniho testovani, jelikoZ niz$i mira
hypoxického poSkozeni nebyla morfologicky zjistitelnd, ackoliv zpiisobila vyznamné
behavioralni zmény. Zajimavy nalezem jsou zmény v jednotlivych doménach chovani

z pohledu pohlavné vazany h rozdilg.



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.



1 UVOD

Hypoxie je chapéna jako nedostatek kysliku ve tkanich, anebo presnéji jako stav, kdy nabidka
kysliku tkanim neni dostatecnd k pokryti aktuélnich potfeb bunééného metabolismu (Murray,
1976). Hypoxicky inzult, probéhly v perinatdlnim obdobi souhrnné oznadujeme jako
perinatalni hypoxii a patfi mezi hlavni pfi¢iny morbidity a mortality v tomto obdobi.
Devadesat procent vSech hypoxii v perinatdlnim obdobi vznikne prenatidlné a intrapartalné,
zbylych 10 % postnatalné (Berger & Garnier, 1999, Bryce et al., 2005, Lawn et al., 2005,
Vlassaks et al., 2013). Incidence hypoxického inzultu v perinatdlnim obdobi je 3 %o u
donoSenych déti, nicméné u piedfasné narozenych je mnohonasobné vyssi (Takada et al.,

2011).

Hlodav¢i modely v prabéhu let tspéSné reprodukovaly hypoxické podminky, prohloubily
znalosti mechanizmii poSkozeni mozku a pfinesly moznost testovani novych terapeutickych
moznosti. Vyznamnym reprezentantem je Rice-Vannucciho model, skladajici se z
unilateralniho podvazu spolecné krkavice a expozice hypoxickému prostredi (Rice et al., 1981).

Hlavni pfednosti je Siroké vyuziti ve védeckém vyzkumu a relativné mala financni zatéz.

Test otevieného pole mizeme chéapat jako obecné pfijimané paradigma pro meéteni
explorativniho chovani. Hlodavec se umisti do nového prostredi neboli arény, kde se monitoruji
zmény jeho chovani. Pfednim zastupcem je systtm LABORAS (Metris, Hoofddorp,
Holandsko). Jedna se o sofistikované zatizeni, které detekuje, kvantifikuje a klasifikuje rtizné

domény chovani laboratornich mysi a potkani (Quinn et al., 2003, Quinn et al., 2006).
Tato prace se zaméfila na zodpovezeni néasledujicich otazek:

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

e Jaka je mira a kvalita strukturadlniho poSkozeni mozku zptisobené¢ho normobarickou
hypoxii a jednostranny ~ podvazem spoleéné krkavice & jejich oddéleného paisobenti.

e Jak se projevuji pozdéjsi a dlouhodobé zmény vyvolané v disledku HI poskozeni mozku
v riizny h doménéch chovani a jakd je jejich interpretovatelnost.

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



2 HYPOTEZY A CILE PRACE

2.1 Hypotézy

IIL.

III.

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

Izolovana ischémie nepovede k behaviordlnim zméndm v testu otevien¢ho pole u
sedmidenni mysSi kmene C57BL/6NTac a tyto zmény nebudou pozorovatelné
v dospélosti.

Izolovana hypoxie nepovede k behaviordlnim zménam v testu otevieného pole u
sedmidenni mySi kmene CS57BL/6NTac a tyto zmény nebudou pozorovatelné

v dospélosti.

2.2 Cile prace

II.

III.

IV.

Ovéfit 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.

Ovéfit u experimentalnich skupin vliv izolovaného podvazu jedné spolecné karotidy
nebo izolované expozice hypoxii na zmény pozorovanych domén chovani v testu

otevieného pole u mysi kmene C57BL/6NTac obou pohlavi.

Porovnat vztah mezi morfologickymi zme" ami a zménami jednotlivy h domén chovani

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

Ovéfit u experimentdlnich skupin vliv pohlavné vadzany h rozdili na zmény

jednotlivych domén chovani v testu oteviené¢ho pole u mysi kmene C57BL/6NTac.



3 METODIKA

3.1 Pokusna zvirata

Ke vem zvifatim zafazeny do experimentu bylo p¥istupovano 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 Cislem 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 chovany ve zvitetniku za
standardnich podminek. Prostfedi chovu bylo regulovano ve vice parametrech (teplota
22+2 °C, vlhkost 55+10 %, periody tmy a svétla se stfidaly po 12 hodinach). Mysi byly chovany
v plastikovych akvariich s pilinovou podesty kou (30 x 30 x 40 cm) a s volny  piistupem 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 tietiho tydne. Pouzivali jsme

mysi ve véku 7 a 60 dni. Den narozeni (PND) byl pogitan jako nulty d n.

3.2 Expozice hypoxicko-ischemickému poskozeni mozku

Pro uéely prace jsme vyuzili model podle Rice-Vannucciho, pfizptisobeny a upraveny pro praci
s mysi (Ditelberg et al., 1996, Zhu et al., 2009). Sedmidenni mysi mlad’ata podstoupila
jednostranny podvaz pravé spoleéné krkavice a byla vystavena hypoxickému inzultu pobytem
v komorte 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 prosttedi [CA/H] (kopiruje Rice-Vannucciho model); druha
skupina podstoupila pouze podvaz spolecné krkavice [CA/-]; tfeti byla pouze exponovana
hypoxickému prostifedi [-/H]; a posledni skupina slouzila jako kontrolni, tedy nebyl u ni
proveden podvaz ani nebyla exponovéana hypoxickému prostredi [-/-], absolvovala v§ak pobyt

v hypoxické komote a podstoupila operaéni vyko .

Sedmy postnatalni den (PND7) podstoupily mysi chirurgicky vyko spoéivajici v podvazu

pravé spoleéné krkavice (a. carotis communis dextra). V prib&hu vykonu byla t&lesna teplota



zvitat udrZzovana 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. Kize v oblasti fezu byla
dezinfikovéana Betadine (10% roztok jodovaného povidonu), s pouzitim chirurgického skalpelu
byl nasledné proveden fez na krku podél stiedni ¢ary vpravo. Podkozni tuk a svalstvo byly
Setrné¢ odsunuty pomoci chirurgické pinzety. V nasledujici vrstvé podél stiedni Cary byla
oziejmena prava spole¢na krkavice a nésledné odpreparovéana od zily, bloudivého nervu a
okolnich m&kky h struktur opé&t za pouziti chirurgické pinzety. Nésledné byla tepna $etrné
pferusena 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 nasledng
byla vracena na 1 hodinu k matce ke zotaveni. Mlad’ata ze skupiny [-/H] a [-/-] absolvovala
vykon také s vy imkou podvazu pravé spoleéné krkavice. Chirurgicky vykon trval v priméru 6

minut.

Po zotaveni z chirurgického vykonu hodinovy pobytem u matky byla mlad’ata umisténa do
hypoxické komory. Po dobu tvodnich 10 minut byl v komofe zachovdn normalni piivod
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 navy ena na koncentraci kysliku v normalnim vzduchu na dobu
10 minut. V pribéhu celého procesu byla v komote udrZzovéna stabilni teplota 36 °C. Mlad’ata
byla posléze pfemisténa z hypoxické komory zpét k matkam, 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.

3.3 Analyza chovani — test v otevieném poli

Pro pozorovani domén chovani mysi a zhodnoceni schopnosti vyrovnat se novy i podnéty
jsme vyuzili automatizovany systém LABORAS (Metris, Hoofddorp, Holandsko). Zmény
chovani byly sledovany 60. postnatalni den (PND60). Celkova doba pozorovani byla 20 minut.
V priibéhu tohoto 20minutového intervalu byla zvifata ponechéna bez rusivy h podméti v
klidném prostiedi. Po dokon¢eném testovani byla navracena do svych plastikovych akvarii.

Byly pozorovany tyto domény chovéni: doba stravena pohybem, celkova vzdélenost,



panackovani a lezeni. Jednotlivé domény chovani byly rozdéleny do ¢tyt po sobé nésledujicich

pétiminutovy h interval (0-5 min, 5-10 min, 10-15 min a 15-20 min) a hodnoceny samostatng.

3.4 Perfuze a histologické zpracovani tkané

Z kazdé pracovni skupiny byli vybrani ¢tyfi samci a Ctyfi samice. Nasledujici den po analyze
chovani v syst¢tmu LABORAS (PND61) byly mySi uspany intraperitoneélni injekci thiopentalu
v davce 40mg/kg té€lesné hmotnosti. Bezprostfedné poté byla provedena transkardialni perfuze
ledovym fyziologickym roztokem (0,9% roztok NaCl) nasledovana fixaci pomoci chlazené¢ho
4% paraformaldehydu rozpusténého v 0,1M fosfatovém pufru o pH 7,4. Mozky byly vyjmuty
z kalvy a fixovany v 4% paraformaldehydu ptes noc. Fixované vzorky byly prosyceny v 20%
roztoku sachar6zy po dobu 24 hodin. Koronarni fezy o sile tficeti mikrometri byly potfizeny na
kryostatu (Leica CM 30508, Leica Biosystems, Nussloch, Némecko) a pieneseny na podlozni
sklicka.

Kazdy pfipraveny preparat byl obarven kresolovou violeti (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA). Tkanové vzorky byly nasledné dehydratovany ve vzestupné fadé etanolt (70 %, 80 % a
96 %) vzdy 2 minuty v kazdé koncentraci a obarveny Nisslovy barvenim (1% kresolova
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 dvakrit promyty destilovanou vodou a
sestupnou fadou etanolii (96 %, 80 % a 70 %) vzdy 2 minuty v kazdé koncentraci. Nasledné
byla skli¢ka ponofena na 5 minut do xylenu (Penta s.r.o., Praha, CR), poté byla inkubovéana v
jiné nadobé¢ s xylenem dalSich 45 minut. Za pouziti fixatniho média Roti-Histokitt IT (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Némecko) byly vzorky piekryty krycim sklickem. V rdmeci
histologické analyzy byly zkoumény nésledujici 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 chovéani mysi byla vyuzita
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) a Bonferroniho post-hoc test. Hodnoty p nizsi nez
0.05 byly povazovany za statisticky signifikantni. Data byla prezentovana jako priméry =+
standardni odchylka (SEM).
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza chovani

4.1.1 Doba stravena pohybem (locomotion)

Samci ve viech tiech stanoveny h skupinach [CA/H, CA/-, -/H] stravili delsi dobu pohybem
(lokomoce) v porovnani s kontrolni skupinou [-/-]. U samci skupin [CA/H] a [CA/-]
dvoufaktorovéa analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru casu
(p<0.001) a faktoru Cetnosti (p<<0.01), Bonferroniho post-hoc test prokazal vyssi lokomo¢ni
aktivitu mezi 1. a 5. minutou v porovnani s kontrolami (p<0.05) (Obr. 1: A a C). U samcii
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$si lokomoc¢ni aktivitu mezi 1. a 5. minutou testu v porovnani s kontrolami (p<0.01) (Obr. 1:
E). Samice ve skupinach [CA/H] a [CA/-] stravily del$i dobu pohybem (lokomoce) v porovnani
s kontrolni skupinou [-/-]. U samic skupiny [CA/H] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
prokazala signifikantni rozdily ve faktoru ca u (p<0.05) (Obr. 1: B). U samic skupiny [CA/-]
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokdzala signifikantni rozdily ve faktoru casu
(p<0.01) a faktoru Cetnosti (p<0.01) (Obr. 1: D). U samic skupiny [-/H] nebyly prokazany
signifikantni rozdily v porovnani s kontrolami (Obr. 1: F). Samci ve viech stanoveny h
skupinach [CA/H, CA/-, -/H, -/-] stravili del§i dobu pohybem (lokomoce) v porovnani se
samicemi. Dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokézala signifikantni rozdily: ve
skupiné [CA/H] ve faktoru Casu (p<0.01) (Obr. 2: A), ve skupin¢ [CA/-] ve faktoru Casu
(p<0.001) (Obr. 2: B), ve skupiné [-/H] ve faktoru ¢asu (p<0.001) a faktoru pohlavi (p<0.01)
(Obr. 2: C), Bonferroniho post-hoc test prokazal v této skupiné vyssi lokomoc¢ni aktivitu mezi
1. a 5. minutou testu (p<0.05) (Obr. 2: C), a v kontrolni skupiné [-/-] ve faktoru casu (p<0.001)
(Obr. 2: D).

4.1.2 Panackovani (rearing)

Samci ve skupiné¢ [CA/H] stravili kratsi dobu panac¢kovanim v porovnani s kontrolni skupinou
[-/-]. Dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru
cetnosti (p<0.05) (Obr. 3: A). U samct skupin [CA/-] a [-/H] nebyly prokazany signifikantni
rozdily v porovnani s kontrolami (Obr. 3: C a E). U samic vSech tfech skupin [CA/H, CA/-,
-/H] nebyly prokazany signifikantni rozdily v porovnani s kontrolami (Obr. 3: B, D a F). Samci

ve skupiné [CA/-] stravili krat$i dobu panackovanim v porovnéni se samicemi, dvoufaktorova
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analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdil ve faktoru ¢asu (p<0.05) (Obr. 4: B).
Pohlavné vazané rozdily v dobé panackovani nebyly prokazany ve zbyv jicich skupinach

[CA/H, -/H, -/-] (Obr. 4: A, C a D).

4.1.3 Vzdalenost (distance)

Samci ve viech tiech stanoveny h skupinach [CA/H, CA/-, -/H] urazili del§i vzdalenost
v porovnani s kontrolni skupinou [-/-]. U samcii skupin [CA/H] a [CA/-] dvoufaktorova analyza
rozptylu (ANOVA) prokdzala signifikantni rozdily ve faktoru ca u (p<0.001) a faktoru cetnosti
(p<0.01). Bonferroniho post-hoc test prokézal del$i urazenou vzdalenost u samcti skupiny
[CA/-] mezi 1. a 5. minutou v porovnani s kontrolami (p<0.05) (Obr. 5: A a C). U samcl
skupiny [-/H] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve
faktoru casu (p<0.001), Bonferroniho post-hoc test prokazal del$i urazenou vzdéalenost mezi 1.
a 5. minutou testu v porovnani s kontrolami (p<0.05) (Obr. 5: E). U samic skupiny [-/H]
dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru cetnosti
(p<0.05) (Obr. 5: F). Ve zbyvajicich skupinach [CA/H, CA/-] nebyly prokazany signifikantni
rozdily v porovnani s kontrolami (Obr. 5: B a D). Samci ve skupinach [CA/H, CA/-, -/H] urazili
delsi vzdalenost v porovnani se samicemi. U skupiny [CA/H] dvoufaktorova analyza rozptylu
(ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru ¢asu (p<0.05) (Obr. 6: A). U skupiny
[CA/-] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru
casu (p<0.001) (Obr. 6: 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 samcii mezi 1. a 5. minutou testu (p<0.01)
(Obr. 6: C). U kontrolni skupiny byly prokazany signifikantni rozdily ve faktoru ¢asu (p<0.05)
(Obr. 6: D).

4.1.4 Splhani (climbing)

U samct ve skupin¢ [CA/H] dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOV A) prokézala signifikantni
rozdily ve faktoru ¢etnosti (p<<0.05) (Obr. 7: A). U zbylych skupin [CA/-, -/H] nebyly u samct
prokdzany signifikantni rozdily v porovnani s kontrolni skupinou [-/-] (Obr. 7: C a E). U samic
vSech tfech skupin [CA/H, CA/-, -/H] nebyly prokdzany signifikantni rozdily v porovnani
s kontrolami (Obr. 7: B, D a F).

Samice ve skupinach [CA/H, CA/-, -/H] vykazaly vyssi intenzitu Splhani v porovnéni se samci,

dvoufaktorové analyza rozptylu (ANOVA) prokazala signifikantni rozdily ve faktoru pohlavi
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(p<0.05) (Obr. 8: A, B a C). Mezi kontrolnimi skupinami nebyly prokdzany zadné signifikantni
rozdily (Obr. 8: D).

4.2 Morfologicka analyza

Mezi hodnocené oblasti byly zatfazeny kortex, oblasti CA1 a CA3 hipokampu, hilus a dorsalni
a ventralni listy gyrus dentatus. Strukturdlni poSkozeni bylo omezeno pouze na hemisféru
ipsilateralni k mistu ligace spolecné krkavice ve skupiné [CA/H]. Patologické zmény se
projevily jako cetné pykndzy a fragmentace bunéénych jader. Nisslova substance byla
degradovdna vakuolizacemi a poruSenim buné&cné sit€. Morfologické charakteristiky
zahrnovaly také chaotické uspotfadani bunck, vymizeni jader a vyznamnou ztratu celkového
objemu bunék. Byl pozorovan jasny Gibytek po¢tu bunéény h elementt a zachovalé pyramidové
buiiky byly prekryty bunéény  detritem. Naproti tomu ve skupinach [CA/-], [-/H] a [-/-] nebyly
pozorovany zadné znamky neuronalniho poSkozeni ani apoptdzy ve zkoumanych oblastech
mozku. Buniky hipokampu si zachovaly charakteristické uspotadani i tvar. Nisslova substance
se optimalné sytila p¥i barveni a byla rovnomérng rozprostiena okolo jader bez pozorovatelny h

vyp dki. Struktura bungk odpovidala normé véetné jejiho usporadant, jadra byla jasné zfetelna.
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Obrazek 1: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoleéné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostiedi na lokomoci mysi kmene C57Bl/6NTac (PND 60). Grafy A, B, C, D, E, F zobrazuji dobu
lokomoce ve dvaceti minutovém sledovini rozdéleném do Ctyi pétiminutovych intervalti. [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) porovndni s kontrolni skupinou [-/-].
[-/H] samci (E, pocet: 14) a samice (F, pocet: 8) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. Kontrolni skupina [-/-] (samci polet: 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 priimér + SEM. [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho
model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spole¢né krkavice, [-/H] = izolovand expozice hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontroln{

skupina.
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POHLAVNE VAZANE ROZDILY
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Obrazek 2: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoleéné 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 primér + SEM.
[CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné krkavice, [-/H] = izolovana expozice
hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Obrazek 3: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoletné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostredi na paniackovani mysi kmene C57BV/6NTac (PND 60). Grafy A, B, C, D, E, F zobrazuji dobu
lokomoce ve dvaceti minutovém sledovéni rozdéleném do Ctyf pétiminutovych intervali. [CA/H] samci (A, potet: 4) a samice (B,
pocet: 7) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. [CA/-] samci (C, pofet: 8) a samice (D, po€et: 7) porovndni 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 prumér + SEM. [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model,

[CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné krkavice, [-/H] = izolovand expozice hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontroln{ skupina.
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POHLAVNE VAZANE ROZDILY
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Obrazek 4: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostiedi na panackoviani 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 prezentovdna jako primér + SEM.
[CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spole¢né krkavice, [-/H] = izolovand expozice

hypoxickému prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Obrizek 5: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoletné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostredi na vzdilenosti mySi kmene C57BV6NTac (PND 60). Grafy A, B, C, D, E, F zobrazuji dobu
lokomoce ve dvaceti minutovém sledovini rozdéleném do ¢tyf pétiminutovych intervalii. [CA/H] samci (A, poCet: 4) a samice (B,
pocet: 7) porovndni s kontrolni skupinou [-/-]. [CA/-] samci (C, poCet: 8) a samice (D, po€et: 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 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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POHLAVNE VAZANE ROZDILY
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Obrazek 6: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoletné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostiedi na vzdalenosti mysi kmene C57Bl/6NTac (PND 60). Pohlavné vdzané 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 prostiedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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Obrazek 7: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spoleéné 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) porovnéni s kontrolni skupinou [-/-]. [CA/-] samci (C, pocet: 8) a samice (D, poet: 7) porovnani s kontrolni skupinou [-/-].
[-/H] samci (E, pocet: 14) a samice (F, poCet: 8) porovnéni 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<0.03, ** = p<0.01, *** = p<0.001). Data prezentovéna jako primér + SEM. [CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model,

[CA/-] = izolovany podvaz pravé spole¢né krkavice, [-/H] = izolovani expozice hypoxickému prostfedi, [-/-] = kontrolni skupina.
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POHLAVNE VAZANE ROZDILY
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Obrazek 8: Efekt modifikovaného Rice-Vannucciho modelu, izolovaného podvazu pravé spolecné krkavice a izolované
expozice hypoxickému prostiedi na $plhini 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 primér + SEM.
[CA/H] = modifikovany Rice-Vannucciho model, [CA/-] = izolovany podvaz pravé spolecné krkavice, [-/H] = izolovand expozice

hypoxickému prostredi, [-/-] = kontrolni skupina.
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5 DISKUZE A ZAVER

Zviteci modely HI zaznamenaly od poloviny 20. stoleti zna¢ny rozvoj. Mezi vyznamné
zastupce fadime Rice-Vannucciho model, ktery se stal standardem modelovani hypoxie-
ischemie. Zvifeci modely v pribéhu let uspésné reprodukovaly hypoxické podminky,
prohloubily znalosti mechanizmti poskozeni bilé a Sedé¢ hmoty a v neposledni fadé prinesly
moznost testovani novych terapeutickych moznosti. Uskalim velikého mnoZstvi zvifecich
modeld nicméné zlstava nejednotnost a z ni plynouci obtizna reprodukovatelnost zjisténych
vysledki. Interpretaci vysledkli komplikuje samotné uziti animalniho modelu navzdory
podrobné znalosti ontogeneze. Hranice hypoxie-ischemie je stanovena arbitrarné na zakladé
prikazu morfologického poSkozeni mozku. Velikou pozornost ale zasluhuje také jemné
poskozeni nervové tkané, které vede k pozorovatelnym behaviordlnim zménam i bez priikkazu
abnormalit v konven¢ni morfologické analyze mozku. Odpovéd na otazku, které zmény

chovani nejcitlivéji tyto subtilni zmény zpisobuji, je zasadni.

Rice-Vannucciho (RV) model je jednim z mnoha prezentovanych modelt perinatalni hypoxie-
ischemie (Rumajogee et al., 2016, Gennaro et al., 2019). Vyvoj spolehlivého modelu HI
poskozeni je vazan na schopnost odhalit a vyuZit podobnosti ve fylogenetickém
vyvoji nervového systému u rtiznych Zivo&isny h druh@i (Clowry et al., 2014). Jednou z
hlavnich nevyhod zvitecich modelt je relativné vysoky rozptyl miry indukovaného HI postiZeni
intraindividudlni variabilitou, je nicmén¢ moZno piekonat zvétSenim experimentalnich skupin.
Na poli perinatalni hypoxie je nejslibngjsim pravé RV model, ktery se zamé&fuje na poskozeni
mozkové tkané 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
myS$i, unilaterdlné k mistu provedené ligace. Pouzitymi metodami bylo naopak potvrzeno, ze u
skupin s izolovany podvazem krkavice a s izolované 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 ispésné

pozorovani morfologickych projevii HI poSkozeni mozku je nutnd kombinace hypoxie a

22



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 riznych doménach chovéni. Jednim z vy tupii
této prace proto je, e piilisny diraz na pozorovani morfologickych zmén a interpretace jejich
neptitomnosti jako sou¢asna nepfitomnost patologicky h zmén, mize by zavadgjici. Pokud
bychom se vénovali i behaviordlnimu popisu disledkii téchto zmén (se stejnou mirou
preciznosti), hodnoceni diisledkti bude daleko piesnéj$i. Nami upraveny model poukazuje na
dilezitost a nepostradatelnost behavioralniho testovani. Hypoxické poskozeni, ackoliv nebylo

morfologicky prokazatelné, zpasobilo vy namné behavioralni zmény.

Perinatalni hypoxie vedouci k morfologickym i behaviordlnim zménam zpUsobila také
pohlavné vazané rozdily v riizny h doménach chovéani (lokomoce, lezeni). Hypoxiéti samci
projevovali ve vétsi mife explorativni chovani nez hypoxické samice (Obr. 2). Podobny vzorec
byl pozorovan i u celkové vzdalenosti v otevieném testovacim poli (Obr. 6). HI samci
panackovali a §plhali vy namné méné nez kontroly (Obr. 3 a 7). Test v otevieném poli prokazal,
ze vsSechny tii studované samci skupiny (hypoxickd, ischemicka a HI) projevovaly vice
explorativni chovani nez kontroly v prvnich 5 minutdch (Obr. 1). Samci obecné projevovali
vyssi citlivost k hypoxicko-ischemicky —inzulttm. Samice celkové vice $plhaly a hypoxické
samice panaCkovaly signifikantné méné nez hypoxicti samci (Obr. 8 a 4). Bylo mozné
pozorovat vy namné naruSenou habituaci u samctl, zaroveii hypoxie sama o sob& sniZila u
samic tendence k explorativnimu chovéani. Samci vystaveni postnatalni hypoxii-ischemii
projevili mensi miru vertikdlni aktivity (panackovani a Splhani) a vy$$i miru horizontalni

aktivity (lokomoce obecné a celkova vzdalenost).

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 pohlavn¢

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

popsany.
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Behavioralni zmény u mysi vystaveny h 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. 8). Splh provadény po sténach klece je formou
stereotypniho repetitivniho chovani, které hovoii pro vétsi miru zvidavosti u samic s cilem Iépe
prozkoumat neznamé prostiedi mimo klec (Dere et al., 2018). Citlivy a piesny uchop kondetin,
ktery je u mysi nutny pro $plhani, lze pfenesené chépat jako reprezentaci jemné motoriky, ktera
je za jiny h okolnosti jen obtizné definovatelna v ramci studia biologicky h modelil. Diive
publikované studie se dosud nezabyv ly pohlavnimi rozdily s ohledem na $plhani (Nevison et
al., 1999). Tento pfirozeny rozdil mezi pohlavimi tak mize pispét k interpretaci nékterych
pozorovani ve zméndch chovani, kterd by se bez zohlednéni tohoto faktoru mohla zdat
nesignifikantni. Zjednodugen& fedeno, k dosaZeni signifikantniho vy ledku v rozdilu §plhani

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

Pro nasi praci byl vybran mys$i kmen C57BL/6NTac. Jednotlivé myS$i kmeny se vzajemné
odliguji svou nachylnosti k hypoxicko-ischemicky podminény poskozenim mozku v ramci
RV modelu (Sheldon et al., 1998, Wolf et al., 2016, Sheldon et al., 2018). Mysi kmen C57BL/6
je tvofen vice podskupinami, které se odliSuji nejen genotypem, ale i fenotypem. Prave
C57BL/6NTac kmen je jednim z nejvhodnéjsich a nejvice vyuzivany h mysich kmenti pro
studium hypoxie a je mimo jiné vhodnym kandidatem i pro studium pohlavné vazany h rozdila
(Zhao et al., 2019). Pro tento kmen je charakteristické, Ze vykazuje projevy poSkozeni mozkové
tkané jiz po relativné kratké expozici hypoxii, coz umoziuje rychlou detekci rozdilt a urychleni

postupu laboratorni prace.

Déle je tieba zohlednit limitujici faktory této prace. Ackoliv Ize RV model povazovat za dobte
sestaveny a ovéfeny pristup ke studiu hypoxie u nezralého mozku, nardzime zde na nékolik
nezanedbatelny h komplikaci. Mezi dva hlavni problémy zafazujeme rozdil v uspofadani
nervove soustavy mezi ¢lovékem a hlodavcem a odliSnosti v procesu dozravani nervové tkané
(Rumajogee et al., 2016). Hlodavci se vyznacuji podstatné mensim pomérem subkortikalni bilé
hmoty, vyr znymi odli§nostmi v cévnim zasobovani mozku, ale i v metabolismu tkang, ktery
predisponuje k vétsi citlivosti Sedé kliry v navaznosti na postizeni bilé hmoty (Vannucci &

Vannucci, 2005).

Hodnoceni morfologickych zmén mozku bylo v ramci RV modelu popisovano za pomoci
zékladnich histologicky h technik a b&ného barveni. Pro ucely této studie morfologicka

analy a slouZila jako ukazatel kvality provedeného experimentu, tedy kontrola o¢ekavany h
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morfologickych korelatti popsany h v literatufe u RV modelu. Dale jsme nesledovali dopady
perinatalni hypoxie, ischemie a jejich kombinace na rizné druhy spontanniho chovani mysi v
deldim ¢asovém horizontu & vice opakovany h méfenich. Za limitujici mize by téz
povazovano, ze mysi byly sledovany pouze v pribéhu limitovaného ¢asového useku dvaceti
minut. Del3i ¢as pozorovani by mohl by zdrojem cenny h informaci ohledné rozdilt ve spektru
chovani a dlouhodobéjsich nasledkii experimentu. Tyto experimenty jsou naplanovany na
nejblizsi budoucnost a mohly by pomoci ucelit obraz naseho poznani. VEtSi mnozstvi dat na
druhou stranu komplikuje statistické zpracovani a pro mnoZstvi informaci nemusi by ve svém

diisledku vyhodu mutiZze maskovat hlavni hypotézu.

Zajimavym nalezem jsou zmény v jednotlivych doménach chovani zpohledu pohlavné
vazany h rozdild. Samci i samice vystaveni postnatalng hypoxii a ischemii projevovali nizsi
miru vertikalni aktivity a vyS$§i miru lokomoce. Toto pozorovani dosahlo statistické
vy namnosti pouze u samcii, pravdépodobné z divodu piirozenych pohlavnich rozdila
popisovany h v diskusi. Samice obecn& $plhaly vice neZ samci a hypoxické samice
panackovaly signifikantn€ méné nez hypoxicti samci. Vysledky této prace poukazuji na to, Ze
rozdily v horizontalni a vertikalni aktivit¢ v reakci na hypoxii-ischemii zasluhuji do budoucna

vice pozornosti a pozorovani by méla by pro obé pohlavi sestavena zv1ast’.

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 zaklad¢
dosazenych cilii jsme zamitli druhou a tfeti hypotézu. Prvni hypotéza nebyla zamitnuta.
Podstatné je poznéni, Ze behavioralni zmény u izolovaného podvazu jedné spolecné karotidy
nebo pouze expozice hypoxii u mysi kmene C57BL/6NTac nevedou k prikazu morfologickych
zmén. Ztohoto divodu si analyza behaviordlnich zmén zasluhuje vétSi pozornost pfi

pozorovani diisledktt HI inzultu.
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