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SUMMARY: The wide-ranging issue of drug use and sub-

stance addiction makes addictology a multifaceted field of

study. Accordingly, research into such issues must be

equally multifaceted and comprehensive in embracing the

bio-psycho-socio-spiritual model of addiction. Preclinical

approaches play an indispensable role in the research

methods employed in addictology. Animal model-based

experiments are common and useful tools for studying

factors that are significant in terms of the development

and maintenance of addiction, while providing valuable in-

formation needed to understand the core addic-

tion-related mechanisms. The use of animals in pre-clinical

research requires strict adherence to the ethical code, the

choice of alternative methods, where applicable, and the

refinement of the existing animal models. The present re-
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SOUHRN: Adiktologie je velmi komplexním oborem, jenž

zahrnuje veškerou širokou problematiku užívání drog a zá-

vislostí na návykových látkách. Proto i výzkum této prob-

lematiky musí být komplexní a mnohoúrovòový, s akcep-

tací stále aktuálního bio-psycho-socio-spirituálního mode-

lu závislosti. V rámci výzkumných metod užívaných

v adiktologii hrají preklinické pøístupy nezastupitelnou

roli. Experimenty na zvíøecích modelech jsou výhodnì a ši-

roce užívané ke studiu faktorù významných pro rozvoj

a udržování závislostí a poskytují cenné informace nutné

k porozumìní klíèovým mechanizmùm v problematice zá-

vislostí. Nezbytnou souèástí užívání zvíøat v preklinickém

výzkumu je pøísná akceptace etického kodexu, eventuální

volby alternativních metod, zdokonalování již existujících

zvíøecích modelù atp. V tomto pøehledovém èlánku jsou
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view summarises selected methods commonly used in

pre-clinical addiction research. In addition to general basic

behavioural methods, specific models of addiction are pre-

sented. Animal models of addiction are utilised in research

into the addictive potential of drugs and in testing new

pharmaceuticals to be used to treat addiction. They also

provide a framework for psychological therapeutic or pre-

ventive tools intended to promote coping strategies in cli-

ents with a chemical dependency.

KEY WORDS: PRE-CLINICAL RESEARCH – BEHAVIOUR METHODS –

ANIMAL MODELS OF ADDICTION – DRUG-CONDITIONED PLACE

PREFERENCE – DRUG “SELF-ADMINISTRATION” METHOD – DRUG

DISCRIMINATION – MICRODIALYSIS

shrnuty vybrané, èasto užívané metody preklinického vý-

zkumu v oboru adiktologie. Jsou zde uvedeny obecné zá-

kladní behaviorální metody a pøedevším pak specifické

modely závislosti. Animální modely závislosti se uplatòují

ve výzkumu návykového potenciálu drog, pøi testování no-

vých léèiv v terapii závislostí a zároveò také poskytují pod-

klad pro psychologické terapeutické èi preventivní pros-

tøedky ke zlepšení zvládání zátìžových situací u pacientù

závislých na návykových látkách.

KLÍÈOVÁ SLOVA: PREKLINICKÝ VÝZKUM – BEHAVIORÁLNÍ METODY –

ANIMÁLNÍ MODELY ZÁVISLOSTI – DROGOU PODMÍNÌNÁ PREFERENCE

MÍSTA – METODA „AUTOAPLIKACE“ DROGY – ROZPOZNÁVÁNÍ DROGY

– MIKRODIALÝZA

� 1 INTRODUCTION
Recently the problem of addiction has been perceived (not

only by addictology) in terms of the bio-psycho-social model,

which is sometimes extended to include the spiritual di-

mension (Kudrle, 2008). This is also one of the reasons why

in the Czech Republic the discipline of addictology has been

defined as a standalone transdisciplinary field of study to

integrate all these perspectives into a single domain. Ac-

cordingly, addictological research is very comprehensive

and multifaceted in its nature.

The progressive development of neurosciences, in-

tensive research making use of specific experimental

(mostly animal) models and methods, the use of highly

sensitive brain imaging techniques (in humans too),

neurochemical methods (in vivo microdialysis in the

CNS), molecular biology, and genetics have yielded an

extensive body of important evidence. Research into ad-

dictive behaviours (including overeating and pathologi-

cal gambling) has received much attention in developed

countries. A thorough understanding of the mechanisms

that are responsible for the effects of drugs and the de-

velopment of addiction is vital for the effective preven-

tion and treatment of addiction. Using the powerful re-

sources of modern neurosciences, addiction science

should seek to understand the genetic/epigenetic, cellu-

lar, and molecular mechanisms that mediate the transi-

tion/change from occasional controlled drug use to drug

dependence, i.e. the loss of behavioural control over

drug-seeking and drug-taking, and to chronic relapse

� 1 ÚVOD
V posledních letech (nejen v adiktologii) se na problém zá-

vislosti nahlíží jako na bio-psycho-sociální model, který bý-

vá nìkdy rozšíøen o rovinu spirituální (Kudrle, 2008). I pro-

to je obor adiktologie v ÈR definován jako samostatný

transdisciplinární vìdecký obor, který spojuje všechna tato

hlediska do jednotné sféry. Proto také má výzkum v adikto-

logii velmi komplexní a víceúrovòový charakter.

Progresivní rozvoj neurovìd, intenzivní výzkum s vy-

užitím specifických experimentálních (pøedevším animál-

ních) modelù a metod, užití vysoce citlivých zobrazovacích

technik mozku (i u lidí), metod neurochemických (mikrodia-

lýza CNS in vivo), molekulární biologie, genetiky atp., byly

a jsou stálým zdrojem velkého množství zásadních poznat-

kù. Ve vyspìlých zemích se výzkumu závislostního chování

(jež zahrnuje i pøejídání, patologické hráèství atp.) dlouho-

dobì vìnuje znaèná pozornost. Co nejdùkladnìjší poznání

mechanizmù úèinkù drog i mechanizmù závislostních je ne-

zbytným základem pro úèinnou prevenci i terapii v adikto-

logii. Souèasným úkolem adiktologického výzkumu v rámci

neurovìd je pøedevším porozumìt genetickým/epigenetic-

kým, bunìèným a molekulárním mechanizmùm, jež zpros-

tøedkovávají pøechod/zmìnu z obèasného, kontrolovaného

užívání drogy na drogovou závislost, tedy ztrátu behavio-

rální kontroly nad vyhledáváním a pøíjmem drogy a nad

chronickými relapsy po tøeba i velmi dlouhodobé dobì absti-

nence (Koob and Volkow, 2010).

V rámci výzkumu problematiky nadužívání látek (psy-

chotropních, omamných atp.) a závislostního chování (vèet-
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even after a very long period of abstinence (Koob and

Volkow, 2010).

The scientific enquiry into the abuse of (psychotropic,

narcotic, etc.) substances and addictive behaviour involves

practically all levels of research, i.e. pre-clinical and clinical

research featuring a wide range of investigational ap-

proaches, from preparatory phases taking place separately

from the organism (e.g. syntheses of substances, including

potential medicinal agents), binding studies (the testing of

substances in terms of their abilities to influence binding

sites/receptors) etc., the (sub-)molecular level (in vitro) and

research into tissues/tissue cultures and entire organs (in

situ methods) to methods involving the entire organism (in

vivo) (in organisms that are either alert and unrestrained

or anaesthetised) (Tables 1–6).

State-of-the-art research at all levels has been using

cutting-edge instrumentation and automated testing, spe-

cifically computerised data collection and evaluation, which

helps in standardising and objectivising the research tech-

niques (making them more independent of the re-

searcher=investigator). In addition, the correct statistical

assessment of data (including the choice of statistical

method and the size of the samples under comparison) is

crucial for any research.

This review article deals only with selected methods of

pre-clinical experimental addiction research. Animal test-

ing plays a significant role in the understanding of both the

biological and environmental factors which are involved in

the development of substance addiction. Animal experi-

mentation makes it possible to create specific conditions

and model situations where changes can be looked for with

respect to selected elements only, which is hardly feasible in

human studies. Recent addiction research has used a num-

ber of specific experimental animal models of drug addic-

tion designed to examine various stages of the addiction

process (including the initiation of substance use, recre-

ational use, the loss of control over usage, drug withdrawal

syndrome, and relapse) and factors which affect liability to

the development of addiction.

Research into substance addiction is concerned with

the individual stages (and their mutual correlates) of a com-

posite addiction cycle, consisting of three basic reiterating

and interacting components – a) binge/intoxication, b) with-

drawal/negative affect, and c) preoccupation/anticipation

(craving). As previously stated, major progress in our un-

derstanding of drug addiction mechanisms has been

achieved by trials performed on animal models of chemical

dependency (in mice, rats, primates, etc). While no animal

model can fully capture the human condition in all its as-

pects, they can be used to study specific elements of the pro-

cess of drug addiction. Such elements can be defined as ani-

mal models of different stages of the addiction cycle – for ex-

ample, a) binge/intoxication (drug self-administration

nì závislosti na návykových látkách) se využívají prakticky

veškeré výzkumné roviny: tedy výzkum pøedklinický/prek-

linický a klinický v širokém spektru rovin pøístupù/výzku-

mu: od pøípravných fází mimo organizmus (napø. syntézy

látek vèetnì potenciálních léèiv) a dále napø. vazebných

studií (testování schopnosti látek ovlivòovat vazebná mís-

ta/receptory) atp., od (sub)molekulární úrovnì (in vitro)

pøes výzkum v rovinì tkání/tkáòových kultur a celých orgá-

nù (in situ metody) k metodám provádìným na celém orga-

nismu (in vivo) (v bdìlém stavu u volnì se pohybujících or-

ganismù nebo v anestezovaném stavu) (tabulka 1–6).

Souèasný výzkum stále více a na všech úrovních využí-

vá rùzné, èasto špièkové pøístrojové vybavení a automatiza-

ci testování resp. poèítaèový sbìr a vyhodnocování dat, což

výzkumné techniky standardizuje a navíc je objektivizuje

(èiní je více nezávislými na výzkumníkovi/pozorovateli) atp.

Velice významnou úlohu ve veškerém výzkumu má správné

statistické zhodnocení dat (volba statistické metody, veli-

kost porovnávaných souborù atp.).

Tento pøehledový èlánek se vìnuje pouze vybraným

metodám preklinického experimentálního výzkumu v adik-

tologii. Pokusy na zvíøatech mají podstatnou roli pro pocho-

pení jak biologických faktorù, tak faktorù prostøedí, které

se podílejí na rozvoji závislostí na návykových látkách. Ex-

periment na zvíøeti totiž umožòuje vytvoøení specifických

podmínek a modelových situací, kdy mùžeme studovat zmì-

ny pouze u vybraných prvkù. To je v pøípadì humánních

studií jen tìžko proveditelné. V poslední dobì je v adiktolo-

gickém výzkumu využívána øada specifických experimen-

tálních modelù drogových závislostí na zvíøatech, zamìøe-

ných na výzkum rùzných fázi procesu závislostí (zahájení

Table 1 / Tabulka 1

Pre-clinical and clinical research

Preklinický a klinický výzkum

Pre-clinical

research

Research conducted outside the human organism,

mostly on animals, on various levels – see below

Clinical

research

Research conducted on humans, on various levels

again, involving:

epidemiological methods,

social (questionnaire) methods,

psychological methods,

qualitative methods (methods based on the

grounded theory approach),

narrative methods,

case studies,

molecular methods (biological sampling),

highly sensitive imaging techniques,

clinical trials of medicinal products,

genetic studies, combinations of approaches,

etc.
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Table 2 / Tabulka 2

Addiction research methodologies – general categorisation – by level of

enquiry

Možné základní rozdìlení výzkumných metodik v adiktologii – podle

zkoumané úrovnì

(sub-)molecular

methods:

binding studies,

biological tissue

sampling, blood

sampling,

collection of

samples of cerebral

and other

structures/tissues

and their

subsequent

analysis, etc.

Methods at the

level of a tissue

culture, or the

entire organ –

“in situ”, etc.

Methods at the

level of the entire

organism/animal –

“in vivo” (subjects

either

anaesthetised or

unrestrained)

(see Table 3)

Table 3 / Tabulka 3

In vivo methods at the entire animal level used in addiction research

Metody na úrovni celého zvíøete – „in vivo“ užívané v adiktologii

1 Behavioural methods – (see Table 4)

2 Electrophysiological methods – EEG

Highly sensitive imaging techniques

etc.

3 Combined

methods

Neurobiological methods – e.g. in

vivo brain microdialysis (behavioural

+ molecular method), etc.

Neurophysiological methods –

scanning of electrical activities in the

CNS structures (behavioural +

electrophysiological methods), etc.

4 Special models of addiction – (see Table 5)

5 and others

Table 4 / Tabulka 4

The most common behavioural methods used in addiction research

Nejužívanìjší behaviorální metody užívané v adiktologii

1 Testing of

motor

activities

Basic motor skills, general locomotor

activity, exploratory activities in an

activity cage – “open field”, etc.

2 Testing of

emotionality

Anxiety – “elevated plus-maze”

Aversive ultrasonic vocalisation test,

etc.

Social behaviour – social interaction

method;

social defeat method (“intruder-resident

test”), etc.

3 Testing of

memory

Various types of maze, Morris water

maze, etc.

Table 5 / Tabulka 5

Special models of addiction

Speciální modely závislosti

1 Drug-conditioned place preference test

2 Drug self-administration test

3 Drug discrimination test

4 Electrical self-stimulation of CNS structures test

Table 6 / Tabulka 6

Effects of well-known drugs of abuse in selected experimental models of

drug addiction (M. Šustková, according to Koob 2009, Koob and Volkow

2010 and others)

Úèinek známých zneužívaných drog ve vybraných experimentálních

modelech drogové závislosti (M. Šustková podle Koob, 2009; Koob et

Volkow, 2010 a dalších)

Experimental

model

Substances with

a “reinforcing” effect

Substances the

“reinforcing”

effect of which

was not proved

Self-administ

ration test

Psychostimulants

(amphetamine, cocaine),

opiates (morphine, heroin),

dissociative anaesthetics

(PCP), barbiturates,

benzodiazepines, ethyl

alcohol, nicotine, solvents,

cannabis (the effect was not

confirmed beyond

reasonable doubt)

Hallucinogens

Drug-conditi

oned place

preference

test

Psychostimulants

(amphetamine, cocaine),

opiates (morphine, heroin),

benzodiazepines, ethyl

alcohol, nicotine, solvents,

barbiturates (in a specific

test arrangement)

Dissociative

anaesthetics

(PCP) (induce

aversion to

a drug-condition

ed place)

Discriminativ

e-cue effect

test

The test shows that

practically all currently

well-known drugs can be

distinguished by an animal

from other substances
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methods; drug-conditioned place preference-based testing;

brain stimulation and reward thresholds-based testing),

b) withdrawal/negative affect (anxiety testing; conditioned

place/taste aversion; testing of elevated reward thresholds;

the method of increased motivation for self-administration

in dependent animals), c) craving/anticipation (the method

based on drug-, cue-, or stress-induced reinstatement of

drug-seeking behaviour) (Koob and Volkow 2010; Koob

2009; Koob et al. 2009; Šustková 2014). The models use be-

havioural, neurochemical (e.g. microdialysis), molecular

and genetic/epigenetic techniques and various combina-

tions thereof.

Animal experiments are often brought up as an ethical

issue. In “The Principles of Humane Experimental Tech-

nique”, W. M. S. Russell and R. L. Rurch introduced the

“Three Rs” (Replacement, Reduction, Refinement) tenet,

which is currently considered the core principle of the re-

sponsible and reasonable use of animals in experiments.

The 3 Rs principle is sometimes extended to include

a fourth “R” (Responsibility). “Replacement” means that

test animals must be replaced by non-animal alternatives,

such as in vitro methods (involving cellular and organ cul-

tures), whenever possible. “Reduction” refers to the smaller

number of test animals which can be achieved by applying

sensible testing designs, selecting suitable kinds of ani-

mals, using biomodels and appropriate statistical proce-

dures, and by sharing animals used for research. As in hu-

man studies, each study involving animals must be based

on statistical rules which determine the minimum size of

experimental groups for the study results, or statistical sig-

nificance levels, to have sufficient validity. “Refinement”

implies that animals should be treated considerately

throughout their participation in research. “Responsibility”

refers to responsible attitudes to animals (Vaculín, 2000).

Besides the above-mentioned ethical principles, exper-

imental research is governed by a number of additional gen-

eral rules of major importance. Both experiments on ani-

mals and their husbandry when the experiments are not

under way must take place in an accredited standard set-

ting (an accredited menagerie and test rooms for experi-

ments on the whole animal) and under standard conditions

as defined by the law (in the Czech Republic Act No.

246/1992 Coll. on the protection of animals against cruelty

is the relevant legal regulation in this respect). These in-

clude a standard room temperature and humidity, suffi-

cient soundproofing, and the observance of a lighting re-

gime (mostly set at 12-hour cycles). The persons who come

into contact with laboratory animals (both attendants and

researchers) must be properly qualified and trained for

work with laboratory animals (staff accreditation). Fur-

thermore, each experimental study must feature a control

animal group (this also applies to molecular and other types

of both pre-clinical and clinical research). In comparison to

užívání návykové látky, rekreaèní užívání, ztráta kontroly

nad užíváním, syndrom odnìtí drogy, recidiva atp.) a dále

na faktory, které ovlivòují náchylnost k rozvoji závislostí.

Výzkum závislostí na návykových látkách zkoumá jed-

notlivé fáze (a jejich vzájemné souvislosti) složeného cyklu

závislosti, který sestává ze tøí základních komponent, jež se

opakují a navzájem interagují – a) aplikace/zaplavení orga-

nismu drogou („binge“, pøíjem drogy do pøebytku), b) odnìtí

drogy/negativní dopad („withdrawal“), c) zabývání se dro-

gou/oèekávání/„craving“ („preocupation/occipitation“). Jak

už bylo uvedeno, pokroku v porozumìní mechanismù DZ

výraznì pøispívají výzkumné experimenty na zvíøecích mo-

delech DZ (u myší, potkanù, primátù atp.). Žádný zvíøecí

model nemùže úplnì a komplexnì postihnout lidské pod-

mínky, zato však naopak lze studovat jednotlivé prvky pro-

cesu DZ. Takové prvky mohou být definovány jako animální

modely rùzných stadií závislostního cyklu – napø. a) kompo-

nenty aplikace/intoxikace (metody autoaplikace drogy; test

drogou podmínìné preference místa; testy mozkové stimu-

lace a prahové odmìny), b) odnìtí drogy/negativní pøíznaky

(testování anxiety; podmínìná averze k místu/chuti; testo-

vání zvýšeného prahu odmìny; metoda zvýšené motivace

pro autoaplikaci u závislých zvíøat), c) craving/oèekávání

(metody drogou, jinou látkou nebo stresem vyvolaného ná-

vratu k droze – obnova pøíjmu drogy atp.) (Koob et Volkow,

2010; Koob, 2009; Koob et al., 2009; Šustková, 2014). V mo-

delech jsou využívány behaviorální, neurochemické (napø.

mikrodialýza), molekulární i genetické/epigenetické techni-

ky a jejich kombinace.

Z etického hlediska jsou experimenty na zvíøatech vel-

mi èasto diskutovaným problémem. V roce 1959 formulova-

li W. M. S. Russel a R. L. Rurch ve své knize „The Principles

of humane experimental technique“ koncepci tøí „R“ (reduc-

tion, replacement, refinement), která je v souèasné dobì po-

važována za hlavní zásadu odpovìdného a rozumného užití

zvíøat v pokusech. Nìkdy se k zásadì 3 „R“ pøidává ještì

ètvrté „R“ (responsibility). „Replacement“ znamená, že po-

kud je to možné, je bezpodmíneènì nutné pokusné zvíøe na-

hradit využitím jiných metodik, napø. in vitro (bunìèné

a orgánové kultury). „Reduction“ je snížení poètu pokus-

ných zvíøat, kterého je možno dosáhnout rozumným projek-

továním pokusu, výbìrem vhodných druhù zvíøat, užitím

biomodelù, adekvátních statistických postupù a sdílením

používaných pokusných zvíøat. Každá studie na zvíøatech

(stejnì jako u humánních studií) musí vycházet ze statistic-

kých pravidel, jež urèí minimální velikost experimentálních

skupin tak, aby výsledky studie resp. dosažené statistické

významnosti byly dostateènì validní. „Refinement“ oznaèu-

je šetrné zacházení se zvíøetem po celou dobu jeho úèasti ve

výzkumu. „Responsibility“ znamená zodpovìdný pøístup ke

zvíøatùm (Vaculín, 2000).

Experimentální výzkum se vedle výše zmínìných etic-

kých principù øídí øadou dalších dùležitých obecných pravi-
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Figure 4 / Obrázek 4

Intravenous self-administration / Intravenózní autoaplikace

Figure 5 / Obrázek 5

In vivo microdialysis / In vivo mikrodialýza

Figure 6 / Obrázek 6

In vivo microdialysis / In vivo mikrodialýza

Figure 3 / Obrázek 3

Elevated plus-maze / Vyvýšené bludištì tvaru plus

Figure 2 / Obrázek 2

Open Field Test / Test Open Field

Figure 1 / Obrázek 1

Breeding of laboratory animals / Chov zvíøat
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the “standard” reference group (where a well-established

agent, a “standard”, is applied instead of a new substance

under investigation), “control” experimental subjects are

exposed to testing conditions and procedures which are to-

tally identical to those applied to “investigational” subjects,

but a “placebo/vehicle” is administered instead of a study

agent. (Fig. 1.)

The next part of the article provides a general descrip-

tion of selected common methods and specific models of ad-

diction used in pre-clinical experimental addiction research

(see the division of methods in the Tables 1–6).

� 2 BEHAVIOURAL METHODS
Behavioural methods refer to a largely diversified set of ex-

perimental methods (applied to the whole animal) aimed at

observing the behaviour of a subject in various model situa-

tions. As “drug”-type substances always influence individ-

ual behaviour, behavioural methods are widely used in

addictological research. These methods are based on the

principles of ethology. Ethology is a field of study concerned

with the investigation of animal behaviour. Behaviour is

a body of spontaneous actions performed by animals (e.g.

the exploratory activities of rodents in unknown environ-

ments) in response to changes in their environment, as well

as internal changes (such as pain). The methods use the

knowledge of the spontaneous behaviour/responses of spe-

cific animal species (mostly small animals, rodents, etc.)

under certain conditions. Behavioural experiments are

very often conducted in reversed daily rhythm, as mice or

rats, for example, show their greatest activity at night.

The basic types of behaviour employed in addiction re-

search include animals’ spontaneous activities (the testing

of motor and exploratory actions), emotionality (e.g. fear

and anxiety and social behaviour and interaction), learn-

ing, and memory.

� 2 / 1 Testing of spontaneous activities
in animals
The easiest way to test spontaneous animal behaviour, i.e.

mostly natural exploratory activities in new environments,

is to observe the subject “in the open field”. (Fig. 2.) This

method was first described by two American psychology

professors, Calvin Hall and Egerton Ballachey, as early as

1932 (Barclay and Gibson, 1982; Hall and Ballachey, 1932)

In this test, an animal (usually a small rodent) is

placed in a novel environment, generally a square arena of

adequate size, located in a quiet setting (preferably an iso-

lated room). The behaviour of the animal in the arena is

usually monitored (i) by a video camera positioned above

the arena and connected to an authorised computer system

(such as EthoVision by Noldus) or (ii) the movement of the

animal is monitored automatically by means of a system of

photocells installed in two parallel planes in the walls of the

del. Experimenty i chov zvíøat v dobì mimo pokusy musí

probíhat v akreditovaném standardním prostøedí (akredi-

tovaný zvìøinec a pokusné místnosti pro experimenty na ce-

lém zvíøeti) za standardních podmínek, jež jsou definovány

zákonem (v ÈR je v souèasné dobì platný Zákon è. 246/1992

Sb. na ochranu zvíøat proti týrání). Jedná se napø. o stan-

dardní teplotu a vlhkost v místnosti, dostateènou zvukovou

izolaci, dodržování svìtelného režimu (vìtšinou nastavené-

ho na 12hod. cykly) atp. Osoby, které pøicházejí do styku

s laboratorními zvíøaty (ošetøovatelé i výzkumní pracovní-

ci), musí mít odpovídající kvalifikaci a absolvovat proškole-

ní pro práci s pokusnými zvíøaty (akreditace pracovníkù).

Dále, každá experimentální studie musí mít vždy tzv. kon-

trolní srovnávací skupinu zvíøat (což platí i v pøípadì mole-

kulárních a jiných rovin preklinického a nìkdy i klinického

výzkumu). Na rozdíl od „standardní“ srovnávací skupiny

(kde je napø. místo nové testované látky aplikována již dob-

øe známá látka, tzv. „standard“), „kontrolní“ experimentál-

ní jedinci procházejí naprosto stejnými pokusnými podmín-

kami i procedurami jako „testovaní“ jedinci, ale místo testo-

vané látky je aplikováno „placebo“/vehikulum. (Obr. 1.)

V následujícím textu èlánku bude uveden základní po-

pis vybraných, èasto užívaných metod a specifických mode-

lù závislosti užívaných v preklinickém experimentálním

adiktolologickém výzkumu (viz rozdìlení metod v tabul-

kách 1–6).

� 2 BEHAVIORÁLNÍ METODY
Pod pojmem behaviorální metody rozumíme celou rùznoro-

dou skupinu experimentálních metod (na celém zvíøeti), jež

sledují zmìny chování jedince v rùzných modelových situa-

cích. Látky typu „drog“ vždy ovlivòují chování jedince,

a proto jsou behaviorální metody v adiktologickém výzku-

mu široce využívány. Tyto metody jsou tedy založeny na

principech etologie. Etologie je vìdní obor zabývající se stu-

diem chování živoèichù. Chování je souhrn reakcí, kterým

se živoèich (zde zvíøe) spontánnì projevuje (pátrací aktivita

v novém prostøedí u hlodavcù atp.) a kterým reaguje na

zmìny prostøedí, eventuálnì i na vnitøní zmìny (bolest

atp.). Metody využívají znalostí spontánního chování/reakcí

daného zvíøecího druhu (vìtšinou malá zvíøata, hlodavci)

v urèitých podmínkách. Velmi èasto probíhají behaviorální

experimenty v pøevráceném denním/noèním rytmu, protože

napø. myši nebo potkani vykazují nejvìtší aktivitu v noci.

Mezi základní typy chování používané ve výzkumu v adik-

tologii patøí spontánní aktivita zvíøete (testování motoriky

a exploraèní aktivity), emocionalita (strach a úzkost, sociál-

ní chování a interakce), uèení a pamìť.

� 2 / 1 Testování spontánní aktivity zvíøat
Spontánní aktivita zvíøat, tedy nejèastìji pøirozená explo-

raèní/pátrací aktivita v novém prostøedí, se nejjednodušeji

testuje sledováním pohybu zvíøete v tzv. „otevøeném poli“
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arena, which makes it possible to track the horizontal and

vertical activities and the movement trajectories.

This automated record of the activity of the animal in

the arena can also be complemented by the behavioural pa-

rameters (e.g. grooming, shaking, sniffing, licking, stereo-

typical subtle movements, etc.) being watched by an inde-

pendent observer (Curzon et al., 2008).

The locomotor activities under observation may be in-

fluenced by the administration/effect of psychoactive sub-

stances. Stimulants (cocaine, amphetamines, etc.), for ex-

ample, tend to increase the overall motor activities at lower

doses, while at higher doses they cause the activity of the

animal to decrease and give way to repetitive behaviour

(such as typical head movements). Sedatives tend to reduce

animal activity (Schramm-Sapyta et al., 2009; Curzon et

al., 2008).

To a certain degree, the “open field” may be used to as-

sess the level of anxiety in the animal. Elevated anxiety is

manifested by reduced exploratory activity, thigmotaxis

(the animal spending less time in the centre of the arena),

and freezing (the time the animal spends motionless). The

frequency of defecation is sometimes also considered a mea-

sure of fear (Curzon et al., 2008).

The assessment of the locomotor activities of animals

must take into account a number of other influences and

factors, including motivation (hungry animals tend to show

increased motor activity), age (activity decreases with older

age), and general health, which can be compensated for by

using an adequate control group (Curzon et al., 2008).

� 2 / 2 Testing of Emotionality
Models for testing emotionality in animals have their inevi-

table limitations, which are determined by the natural con-

straints of the communication of emotions on the part of an-

imals. A researcher can thus only derive animal emotions

from typical signs/elements of their behaviour.

2 / 2 / 1 Testing of anxiety and fear
Anxiety and fear are among the easiest emotions to test.

A number of experimental methods can be used for this pur-

pose. An elevated plus-maze is a simple method for anxi-

ety testing. (Fig. 3.)

Elaborating on the original Y-shaped maze designed

by K. C. Montgomery (1955), an elevated plus-maze to test

rats was first used by Pellow at al. in 1985 in London as

a novel and simple method for the selective identification of

the anxiolytic and anxiogenic effects of drugs (Pellow et al.,

1985; Montgomery, 1955).

An elevated maze makes use of the innate exploratory

activities of rodents and their preference for dark, closed

spaces and natural avoidance of open and elevated areas

(Becker, 2000). Positioned 40-70 cm above the floor, the

plus-maze features two closed (from the sides) and two open

(„open field“) (Obr. 2). Metoda byla poprvé popsána dvìma

americkými profesory psychologie Calvinem Hallem

a Egertonem Ballacheyem již v roce 1932 (Barclay et Gib-

son, 1982; Hall et Ballachey, 1932).

Zvíøe (nejèastìji malý hlodavec) je v testu umístìno do

neznámého prostøedí, nejèastìji ètvercové arény pøimìøené

velikosti, umístìné v tichém prostøedí (nejlépe v oddìlené

místnosti). Chování zvíøete v arénì je monitorováno vìtši-

nou (i) pomocí videokamery umístìné nad arénou a napoje-

né na autorizovaný poèítaèový systém (napø. systém „Etho-

vision“, Noldus) nebo (ii) je pohyb zvíøete automaticky mo-

nitorován pomocí systému fotobunìk umístìných ve dvou

rovnobìžných rovinách ve stìnách arény, takže umožòuje

sledovat horizontální a vertikální aktivitu i prùbìh dráhy

pohybu.

Automatický záznam aktivity zvíøete v arénì lze ješ-

tì doplnit monitorováním jednotlivých prvkù chování

(grooming, tøes, èenichání, olizování, stereotypické jem-

nìjší pohyby atp.) nezávislým pozorovatelem (Curzon et

al., 2008).

Sledovaná pohybová aktivita mùže být ovlivòována

aplikací/úèinkem psychoaktivních látek. Napøíklad stimu-

lancia (kokain, amfetaminy) mají tendenci celkovou pohy-

bovou aktivitu zvyšovat pøi nízkých dávkách, naopak pøi

vysokých dávkách aktivitu zvíøete tlumí a pøevažují stereo-

typické projevy (typické pohyby hlavou atp.). Sedativa akti-

vitu zvíøat tlumí atp. (Schramm-Sapyta et al., 2009; Curzon

et al., 2008).

Pomocí „open field“ lze do urèité míry hodnotit i hladi-

nu úzkosti zvíøete. Zvýšená úzkost se projevuje snížením

exploraèní aktivity, tigmotaxí (zvíøe je ménì èasto ve støedu

arény), freezingem (doba, po kterou se zvíøe nehýbe). Nìkdy

se hodnotí i frekvence defekací jako míry strachu (Curzon et

al., 2008).

Pøi hodnocení pohybové aktivity zvíøat je nutno brát

v úvahu øadu dalších vlivù a faktorù, napø. motivaci (hlado-

vá zvíøata mají vyšší pohybovou aktivitu), vìk (s vìkem zví-

øete klesá pohybová aktivita), celkový zdravotní stav zvíøe-

te, což vykompenzujeme užitím odpovídající kontrolní sku-

piny (Curzon et al., 2008).

� 2 / 2 Testování emocionality
Modely, jež testují emocionalitu u zvíøat, mají své limity,

protože sdìlnost pocitù u zvíøat je pro výzkumného pracov-

níka omezená, takže emoce zvíøete odhadujeme z urèitých

typických projevù/prvkù v chování.

2 / 2 / 1 Testování úzkosti a strachu
Jednìmi z nejsnáze testovatelných emocí jsou úzkost

a strach. Mùžeme využít øadu experimentálních metod. Vy-
výšené køížové bludištì tvaru plus („elevated plus
maze“) patøi mezi nejjednodušší zpùsoby testování úzkos-

ti. (Obr. 3.)
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arms. An animal (a rat or mouse) is placed in the centre

where the arms intersect and allowed to move freely around

the maze for some time (generally 5-10 minutes) while be-

ing tracked by a video camera installed above the maze. The

(i) number of entries into the open and closed arms and the

(ii) total time spent in each of the arms are recorded. Other

elements of behaviour, such as grooming, rearing, and

stretching, can also be looked for. A tendency to stay in the

open arms suggests a low level of anxiety (Walf and Frye,

2007).

It was found, for example, that acute alcohol intoxica-

tion prolongs the time spent by the animal in the open arms

of the maze, while alcohol withdrawal elicits anxiety mani-

fested by the rodents avoiding open illuminated spaces

(Becker, 2000). The administration of benzodiazepines and

other anxiolytic medication significantly increases the time

spent in the open arms, without affecting locomotion

(Bailey and Crawley, 2008).

Another way of modelling anxiety is by monitoring

aversive ultrasonic vocalisation (generally in rats).

Mutual communication among rats takes place by means of

ultrasonic vocalisations (sounds at a frequency over

20 kHz) which are beyond the hearing capacity of the hu-

man ear. Rats emit these sounds at three different basic fre-

quencies, depending on their age, affective state, and envi-

ronmental conditions (Portfors, 2007). Rat pups emit 40-kHz

vocalisations when they are separated from their mothers.

Short high-pitched sounds (50 kHz) are emitted by rats un-

der non-aversive conditions (e.g. during juvenile play, in re-

lation to sexual behaviour, when overcoming others in

a fight, and in response to tactile stimulation by a person

they know). 50-kHz vocalisation is thus an indication of pos-

itive affect in the animal. On the contrary, sounds at a fre-

quency of 22 kHz are emitted by rats under conditions per-

ceived by them as unpleasant or even aversive (e.g. expo-

sure to stress, the presence of predators, being overcome in

a fight, tactile stimulation by a person they do not know).

This sonic frequency is also used to warn other animals

against potential threats and to inhibit the aggressive be-

haviour of other rats (Portfors, 2007). The vocalisation of

this frequency therefore signals a negative affective state in

the animal and functions as an indicator when fear and

anxiety in rats are being tested. The communication is mon-

itored by automated sound recording using equipment such

as that provided by Med Associates.

Recent studies have found that the administration or

self-administration of methamphetamine (Mahler, 2013),

MDMA (Sarabanda et al., 2012), and cocaine (Maier et al.,

2012) is associated with 50-kHz vocalisations in rats. On

the other hand, heroin and alcohol withdrawal states are

associated with 22-kHz sound frequencies (Williams et al.,

2012).

Vyvýšené køížové bludištì, novou jednoduchou metodu

pro selektivní identifikaci anxiolytických a anxiogenních

úèinkù lékù užili poprvé u potkanù Sharon Pellow et al.

v roce 1985 v Londýnì, inovovali pùvodnì Y-tvarované blu-

dištì K. C. Montgomeryho (z roku 1955) (Pellow et al., 1985;

Montgomery, 1955).

Vyvýšené bludištì využívá vrozené pátrací aktivity

hlodavcù, jejich preference tmavých, uzavøených prostor

a pøirozené vyhýbání se otevøenému vyvýšenému prostøedí

(Becker, 2000). Bludištì ve tvaru plus má dvì protilehlá ra-

mena krytá (z bokù uzavøená) a dvì otevøená a je vyvýšeno

(40–70 cm nad podlahou). Zvíøe (potkan nebo myš) je umís-

tìno do støedu oblasti køížení ramen bludištì a po urèitou

dobu (vìtšinou 5–10 min) je pomoci videokamery umístìné

nad bludištìm sledován jeho volný pohyb v bludišti a je mo-

nitorován (i) poèet vstupu do otevøených a uzavøených ra-

men a (ii) celkový èas strávený v každém typu ramen. Kro-

mì toho lze hodnotit další prvky chování jako grooming, pa-

náèkování, stretching (protažení se) atp. Pøevaha pobytu

v oblasti otevøených ramen je známkou nízké hladiny anxi-

ety (strachu a úzkosti) (Walf et Frye, 2007).

Bylo napø. popsáno, že akutní intoxikace alkoholem

prodlužuje pobyt zvíøete v otevøených ramenech bludištì,

naopak odvykací stav po alkoholu vyvolává úzkost a hlo-

davci se vyhýbají otevøeným osvìtleným prostorùm (Bec-

ker, 2000). Podávání benzodiazepinù a jiných anxiolytic-

kých lékù, jež vedou ke snížení úzkosti, výraznì prodlužují

pobyt v otevøených ramenech bez ovlivnìní lokomoce (Bai-

ley et Crawley, 2008).

Dalším modelem anxiety (strachu a úzkosti) je mo-

nitoring averzivní ultrasonické vokalizace (nejèastìji

u potkanù). Potkani komunikují mezi sebou pomoci ultra-

zvuku (zvuk o frekvence více než 20 kHz), který leží nad

hranicí slyšitelnosti lidského ucha. Potkani vydávají tyto

zvuky ve 3 základních frekvencích v závislosti na jejich vì-

ku, emotivitì, náladì a okolních podmínkách (Portfors,

2007). Potkaní mláïata vydávají zvuky o frekvence 40 kHz

v momentì, kdy jsou izolována od matky. Krátce trvající

zvuky o vysokých frekvencích (50 kHz) vydávají potkani za

pøíjemných okolností (napø. hrající si mláïata, sexuální

chování, vítìzství v bitce, taktilní stimulace známou oso-

bou). Zvuky o frekvence 50 kHz jsou tedy pro experimentá-

tora signálem pozitivního afektivního stavu zvíøete. Na-

opak, zvuky o frekvence 22 kHz jsou vydávány potkanem

v subjektivnì nepøíjemných, až averzivních podmínkách.

Patøí sem expozice stresu, predátor, porážka v bitce, taktil-

ní stimulace cizí osobou. Tato zvuková frekvence se také po-

užívá k varování ostatních zvíøat pøed eventuální hrozbou,

ke zmírnìní agresivního chování jiného jedince (Portfors,

2007). Zvuková frekvence 22 kHz je tedy signálem o nega-

tivním afektivním stavu zvíøete, je indikátorem pro testo-

vání strachu a úzkosti u potkanù. Sledování komunikace se
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2 / 2 / 2 Testing of social behaviour/social
interaction
Social interaction models are used to observe interaction

between two or more individuals of the same species or even

multiple species. In these the observation of behavioural

changes is generally based on the monitoring/scoring of se-

lected typical elements of behaviour (postures, positions,

etc.) by an impartial observer.

Long-term isolation of individuals (including rodents)

was found to highlight certain personality traits, such as

a tendency to shyness or aggression. An example of a social
interaction method is the interaction of a subject which

has been kept isolated (singly in a cage) with a non-aggres-

sive individual (kept in a group). In an encounter with the

non-aggressive counterpart, the originally isolated subject

is likely to show either aggressive or sociable, at times even

inhibited, behaviour (these behaviours can be further influ-

enced, e.g. by pre-medication).

The “social defeat method” was first described by

a psychology professor, Klaus Miczek, in the 1970s (Miczek

and O’Donnell, 1978). The method can be used to study ag-

gression, defensive behaviour, and social defeat stress in ro-

dents. By nature, male rats (or mice) (= residents) defend

their home territory. In this test, the experimental animal

(= male intruder) is placed into the home cage of the male

resident, which aggressively defends its territory (its home

cage). As a result, the intruder is exposed to social aggres-

sion and experiences great social defeat stress, which may

repeat over several days (the chronic social defeat
stress model). To avoid severe injuries in animals during

testing, after being physically attacked by the resident for

the first time, the intruder is protected by a breathable

cover which prevents further physical attacks, but not other

manifestations of social antagonism. Repeated exposure to

social defeat stress, in particular, may trigger depressive

and anxious states (as in humans), which manifest them-

selves through anhedonia, social isolation, anxiety, ele-

ments of learnt helplessness, etc. This method is also used

to investigate the effects of stress on substance use. It was

found, for example, that animals that were repeatedly ex-

posed to social defeat stress showed an increased intake of

cocaine (Cruz et al., 2011) and amphetamine (Burke et al.,

2013); the data on the effects of alcohol and opiates was not

conclusive in this respect (Becker et al., 2011; Cruz et al.,

2011).

� 2 / 3 Testing of memory and learning
Memory is the capacity of the organism to encode, store,

and retrieve information (including that associated with

drug use). Learning is the process of storing information in

memory. The learning process involves changes in the neu-

ral system which take the form of creating short-term and

long-term memory records.

provádí automatickým snímáním zvukù, napø. pomocí pøí-

stroje Med Associated.

V dosavadních studiích bylo napø. zjištìno, že aplikace

èi autoaplikace metamfetaminu (Mahler, 2013), MDMA

(Sarabanda et al., 2012) nebo kokainu (Maier et al., 2012) je

spojena s projevy s 50 kHz frekvencí u potkanù. Na-

opak abstinence od heroinu nebo alkoholu je spojena

s 22kHz frekvencí (Williams et al., 2012).

2 / 2 / 2 Testování sociálního chování/sociální
interakce
V modelech sociální interakce se sleduje interakce mezi

dvìma nebo více jedinci stejného druhu nebo i rùzných živo-

èišných druhù. Sledování zmìn chování je zde založeno vìt-

šinou na monitorování/skórování vybraných typických prv-

kù chování (postojù, pozic atp.) nezaujatým pozorovatelem.

Bylo zjištìno, že dlouhodobá izolace u jedince (i u hlo-

davcù) zvýrazòuje urèité povahové rysy – napø. tendenci

k plachosti èi tendenci k agresivitì. Jedním z pøíkladù me-
tod sociální interakce je tedy interakce jedince chované-

ho izolovanì (samostatnì v chovné kleci) s neagresivním je-

dincem (chovaným skupinovì). Pùvodnì izolovaný jedinec

vykazuje pøi setkání s neagresivním partnerem buï agre-

sivní, nebo sociabilní, výjimeènì i plaché chování (tyto pro-

jevy chování lze dále ovlivòovat premedikací látek atp.)

Metoda „sociálního stresu“ („social defeat“) byla

poprvé popsána profesorem psychologie Klausem Micze-

kem v sedmdesátých letech (Miczek et O‘ Donnel, 1978).

Metoda mùže byt používána pro studium agrese, obranného

chování a sociálního stresu u hlodavcù. Potkaní (pøípadnì

myší) samci pøirozenì brání své domácí teritorium (=rezi-

dent). Pøi tomto testu je experimentální zvíøe (=samec „vet-

øelec“, „intruder“) umístìno do domácí klece samce reziden-

ta, který agresivnì brání své teritorium (svou domácí klec).

Intruder je tedy vystaven sociální agresi a prožívá silný so-

ciální stres, který mùže být pøípadnì v øadì dnù i opakován

(model chronického sociálního stresu). Aby nedošlo

k vážným zranìním zvíøat bìhem testování, bývá intruder

po prvním fyzickém napadení rezidentem chránìn prodyš-

ným krytem, jenž zabrání fyzickému napadení, ale ne dal-

ším projevù sociální agrese. Zejména opakované vystavení

jedince sociálnímu stresu mùže být spouštìèem depresiv-

ních a úzkostných stavù (stejnì jako u lidí), které se proje-

vují anhedonií, sociální izolací, úzkostí, prvky nauèené bez-

mocnosti atp. Pomoci této metody se zkoumá i vliv stresu na

užívání návykových látek. Zjistilo se napø., že opakované

vystavení zvíøete sociálnímu stresu vede ke zvýšenému

pøíjmu kokainu (Cruz et al., 2011), amfetaminu (Burke et

al., 2013), data o úèincích alkoholu a opiátù jsou nejedno-

znaèná (Becker et al., 2011; Cruz et al., 2011).
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Spatial memory is a type of memory characterised by

the ability to encode, store, and retrieve information about

the spatial arrangement of the environment. It helps a sub-

ject to learn to identify and recognise their position in rela-

tion to reference points that surround them. This type of

memory involves the creation of a cognitive map of the envi-

ronment. Spatial orientation in rats is considered an ani-

mal model for the study of human memory (Kelemen and

Pašt’alková, 2000).

Various types of mazes (including T-shaped, Y-shaped,

and multi-arm designs) are used to examine spatial mem-

ory in animals. The “water maze” method, developed by

a British professor, Richard Morris, in 1981 (Morris, 1981)

– hence also known as the “Morris water maze” – is em-

ployed very often. This model is widely used because of its

high reliability, specificity, and cross-species utility (rats

and mice are the most common subjects to be used)

(Vorhees and Williams, 2006).

The Morris water maze consists of a circular pool

1.5–2 metres in diameter filled with dyed water. In this pool,

a rat must learn to locate a platform hidden under the wa-

ter surface which is the only place for it to rest. In searching

for the platform, the animal can orient itself in the pool only

by environmental indications outside the pool structure, i.e.

the positions of windows, doors, furniture, lighting, etc.

A healthy animal learns to find the way to the platform rel-

atively quickly, within a few days. The behaviour of the ani-

mal is tracked by a video camera connected to a computer

system. Variables that are measured include latency (the

time spent by the rat locating the target site, thigmotaxis

(the percentage of time spent by the animal following the

wall around the outer perimeter of the pool), total swim

path length, types of swim trajectories, and swimming

speed.

This method may be utilised to test the potential of

addictive substances to influence learning and memory

and the reversibility of any disorders that may be caused

by such effects. Acute intoxication with ethanol or THC,

for example, impairs spatial learning in the water maze.

The same effect on learning was also found in relation to

acute intoxication with psychostimulants such as co-

caine and methamphetamine (Schramm-Sapyta et al.,

2009).

� 3 SPECIAL MODELS OF ADDICTION

� 3 / 1 Conditioned place preference
“Conditioned place preference” is a highly acclaimed

pre-clinical behavioural method used to assay the reward-

ing and aversive effects of a substance under study. It is rel-

atively inexpensive and time-saving, requires no surgery,

and can be adapted to multiple species (Bardo and Bevins,

2000). Nevertheless, information about the addictive poten-

� 2 / 3 Testování pamìti a uèení
Pamìť je schopnost organismu ukládat, uchovávat a vyba-

vovat informace (vèetnì tìch spojených s užíváním drogy).

Uèení je proces ukládání informace do pamìti. Pøi procesu

uèení dochází ke zmìnám nervového systému, které se pro-

jevují jako postupné vytváøení krátkodobé a dlouhodobé pa-

mìťové stopy.

Prostorová pamìť je druh pamìti charakterizovaný

schopností ukládat, uchovávat a vybavovat informace

o prostorovém uspoøádání okolního prostøedí. Tímto zpùso-

bem se subjekt uèí urèovat a rozeznávat vlastní polohu

vzhledem k okolním orientaèním bodùm. Tento druh pamì-

ti zahrnuje vytvoøení kognitivní mapy prostøedí. Prostoro-

vá orientace u potkanù je považována za zvíøecí model pro

studium lidské pamìti (Kelemen et Pašťalková, 2000).

Pro výzkum prostorové pamìti se u zvíøat užívají nej-

rùznìjší typy bludišť (napø. tvaru „T“, „Y“, víceramenná

bludištì atp.). Velmi èasto se užívá metoda „vodního bludiš-

tì“. Metoda byla vyvinuta britským profesorem Richardem

Morrisem v roce 1981 (Morris, 1981), proto je nazývána

Morrisovo vodní bludištì („Morris water maze“). Ten-

to oblíbený model je považován za vysoce spolehlivý a vyso-

ce specifický, mezidruhovì použitelný (nejèastìji se užívají

potkani a myši) (Vorhees et Williams, 2006).

Morrisovo vodní bludištì je tvoøeno kruhovým bazé-

nem velikosti 1,5–2 metry v diametru, který je naplnìný

obarvenou vodou. V bazénu se potkan uèí co nejrychleji na-

jít ostrùvek ukrytý pod hladinou, jenž je i jediným místem

k odpoèinku. Zvíøe se mùže v bazénu orientovat (hledat os-

trùvek) pouze podle znakù z prostøedí mimo prostor bazénu

– tj. poloha oken, dveøí, nábytku, svìtlo atp. Zdravé zvíøe se

nauèí najít cestu k ostrùvku relativnì rychle bìhem nìkoli-

ka dní. Chování zvíøete je sledováno pomoci videokamery

propojené s poèítaèovým systémem. Mìøí se latence (èas),

který potkan stráví hledáním ostrùvku, tigmotaxe (procen-

to èasu, které zvíøe stráví blízko stìny pøi kroužení po obvo-

dì bazénu), celková uplavaná dráha, typ pohybové trajekto-

rie, rychlost plavání atp.

Pomoci metody lze testovat potenciál návykových lá-

tek ovlivòovat uèení a pamìť a reverzibilitu eventuálních

poruch. Napøíklad akutní intoxikace etanolem nebo THC

zhoršuje prostorové uèení ve vodním bludišti. Stejný úèinek

na uèení má i akutní intoxikace psychostimulanty, jako

jsou kokain a metamfetamin (Schramm-Sapyta et al.,

2009).

� 3 SPECIÁLNÍ MODELY ZÁVISLOSTI

� 3 / 1 Drogou podmínìná preference místa
„Drogou podmínìná preference místa“ („conditioned pla-
ce preference“) patøí mezi uznávané preklinické behavio-

rální metody používané ke studiu odmìòovacích a averziv-

ních úèinkù zkoumané látky. Je to metoda, která je relativ-
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tial of a substance being tested that is obtained by means of

the self-administration method is still of greater weight.

The conditioned place preference method is based on

the proposition of an association/conditioned relationship

between the effect of the study substance and a certain

well-defined environment in which the substance is admin-

istered (Prus et al., 2008). This method is implemented us-

ing a set of three interconnectable cages/compartments:

both side compartments are the same size, but otherwise

easy to distinguish/differentiate (e.g. one compartment has

a smooth floor and vertical stripes on its side walls, while

the floor of the other consists of a grate and its walls are sin-

gle-coloured). Smaller and visually neutral, the central

compartment is separated from the compartments on the

sides by a guillotine/removable doors that make it possible

to move between all three compartments.

The conditioned place preference paradigm comprises

three steps. In Step I/Part I of the experiment, the animal is

placed in the central compartment, and the partitions be-

tween the compartments are removed. The time spent by

the animal in each of the side compartments is measured

(generally as a percentage of the total time, i.e. 100%). The

compartment in which the animal spends less time (=

unpreferred environment) will be chosen as the site where

the study substance will be administered. Step II of the ex-

periment involves the phase of multi-day conditioning/pair-

ing/associating of the administration, or effect, of the study

substance with the unpreferred compartment. At this

stage, the compartment which was originally preferred by

the animal is in turns paired with the administration of

a placebo (usually a 0.9% sodium chloride solution). The

testing takes place during Step/Phase III. Neither the ex-

perimental substance nor the placebo is administered to the

animal at the testing stage. The animal is placed into the

central compartment again, with the doors to the other

compartments being open, and time spent in each of the

side compartments is measured. The test result referred to

as “drug-conditioned place preference” is achieved when the

animal is found to be spending statistically more time in the

compartment in which it received the study substance dur-

ing the conditioning phase of the experiment. If the animal

spends a significantly greater amount of time in the com-

partment paired with the placebo, the indication is that the

study substance produces aversive effects – “conditioned
place aversion” (Prus et al., 2008; Gardner, 2008;

Planeta, 2013).

The preference for one environment over the other pro-

vides information about the motivational effect of the study

substance. If the substance induces a pleasurable state, the

subject is expected to spend more time in the compartment

where it repeatedly received such a substance (Lynch et al.,

2010).

nì levná, èasovì nenároèná, nevyžaduje chirurgický

zákrok, je adaptabilní pro více druhù zvíøat (Bardo et Be-

vins, 2000). Nicménì informace o závislostním potenciálu

testované látky získané metodou autoaplikace/selfadminis-

trace mají pøece jenom vìtší váhu.

Metoda conditioned place preference je založena na

tom, že se vytvoøí spojení/podmínìná vazba mezi úèinkem

zkoumané látky a urèitým, dobøe definovaným prostøedím,

v nìmž je látka aplikována (Prus et al., 2008). Metoda se

provádí v setu tøí vzájemnì propojených klecí/ komor: obì

postranní komory jsou stejnì velké, ale jinak jednoznaènì

rozlišitelné/rozdílné (napø. jedna komora má hladké dno

a vertikální pruhy na stìnách, druhá komora má dno tvoøe-

né roštem a stìny jednobarevné atp.). Menší a vzhledovì

neutrální centrální komora je od obou postranních komor

oddìlená gilotinovými/odstranitelnými dveømi, jež umožní

propojení všech tøí komor.

Metoda conditioned place preference se skládá ze tøí

krokù. V prvním kroku/èásti pokusu se zvíøe umístí do cen-

trální komory, otevøe se propojení mezi komorami a urèuje

se doba, kterou zvíøe stráví v každé z postranních komor

(vìtšinou procenta z celkového mìøeného èasu = 100 %). Ko-

mora, ve které zvíøe stráví ménì èasu (= nepreferované pro-

støedí), se urèí jako komora, v níž bude posléze aplikována

zkoumaná látka. Druhým krokem pokusu je fáze nìkolika-

denního podmiòování/párování/spojování aplikace resp.

úèinku testované látky s nepreferovanou komorou. Vìtši-

nou je v této fázi støídavì zvíøetem pùvodnì preferovaná ko-

mora párována s aplikací placeba (nejèastìji 0,9% roztok

chloridu sodného). Bìhem tøetího kroku/fáze probíhá vlastní

testování. V prùbìhu testování se zvíøeti neaplikuje žádná

látka ani placebo. Zvíøe je znovu umístìno do centrální ko-

mory s otevøenými vstupy do obou postranních komor a sle-

duje se èas strávený v každé ze dvou postranních komor. Ja-

ko „drogou podmínìná preference místa“ se oznaèuje výsle-

dek testu v pøípadì, že zvíøe stráví statisticky významnì

více èasu v komoøe, ve které dostával v podmiòovací fázi po-

kusu testovanou látku. Pokud ale zvíøe stráví významnì ví-

ce èasu v komoøe spárované s placebem, znamená to, že tes-

tovaná látka má averzivní úèinky – „podmínìná averze
místa“ („conditioned place aversion“) (Prus et al.,

2008; Gardner, 2008; Planeta, 2013).

Preference jednoho prostøedí pøed druhým nám posky-

tuje informaci o motivaèním úèinku zkoumané látky. Jestli-

že zkoumaná látka vyvolává stav libosti, mùžeme oèekávat,

že pokusné zvíøe stráví více èasu v komoøe, ve které tuto lát-

ku opakovanì dostávalo (Lynch et al., 2010).

Za pøedchùdce metody conditioned place preference se

pokládá dùmyslná studie amerického psychologa S. D. S.

Spragga „Morfinová závislost u šimpanze“ zveøejnìná v ro-

ce 1940 (Spragg, 1940). V práci dostávali šimpanzi injekce

morfinu tak dlouho, až se u nich rozvinula závislost. Potom

byla zvíøata vycvièena vybírat mezi dvìma boxy; v èerném
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In 1940 the American psychologist S. D. S. Spragg pub-

lished his “Morphine Addiction in Chimpanzees“ (Spragg,

1940). As part of this ingenious study, considered by many

as pioneering the conditioned place preference method,

chimpanzees were given injections of heroin until they had

developed addiction. Then the animals were trained to

choose between two boxes; the black box contained a ba-

nana, the white box a syringe with morphine. In the drug

withdrawal state, the chimpanzee opted for the white box

with a syringe, while the black box with a banana was the

choice in the state of intoxication.

Horace D. Beach, another American psychologist, is

considered the founder of the conditioned place preference

method (Liu et al., 2008; Beach, 1957; Bozarth, 1987). This

achievement is attributed to his 1955 works in which he de-

scribed the preference of rats in a Y-shaped maze for the

arm associated with morphine injections.

The result of the conditioned place preference-based

test is determined by the type of drug, the route of adminis-

tration, and the dose. Some addictive substances induce

both a conditioned place preference and conditioned place

aversion, depending on the size of the dose. Other impor-

tant criteria include the latency and duration of the effects.

The rewarding properties of substances with a long latency

and duration of action are weaker than those of substances

with a rapid onset and short effect (Prus et al., 2008; Bardo

and Bevins, 2000).

This method can be used to test the presence of re-

warding or aversive effects associated with the administra-

tion of the substance/drug, to compare the addictive poten-

tial of substances and the potential of substances or other

parameters to provoke relapse/reinstatement of drug-seek-

ing behaviour, and to test potential therapeutic compounds

that could alleviate the urge to use the drug or block the

conditioned place preference (Lynch et al., 2010; Gardner,

2008; Liu et al., 2008).

� 3 / 2 Self-administration
Based on a generally accepted model of addiction, the

self-administration method is considered a “gold stan-

dard” in the testing of the addictive potential of substances

(Carter and Griffiths, 2009). Substances with the potential

to create physical dependence in humans are also

self-administered in animal models (Mello and Negus,

1996). The method belongs to the traditional behavioural

animal models that reveal the action of drugs as positive re-

inforcers, which are more potent than “natural reinforcers”,

such as food, water, and sex (Lynch et al., 2010).

Independently of each other, several scientists intro-

duced this method in the 1960s. In 1962 James R. Weeks

published a work describing the self-administration of mor-

phine in rats (Planeta, 2013; Weeks, 1962) and in 1964

Travis Thomson and Charles R. Shuster reported about

boxu byl banán, v bílém boxu støíkaèka s morfinem. Ve sta-

vu odnìtí drogy šimpanzi volili bílý box se støíkaèkou, ve

stavu intoxikace – èerný box s banánem.

Za zakladatele metody conditioned place preference se

považuje jiný americký psycholog, Horace D. Beach (Liu et

al., 2008; Beach, 1957; Bozarth, 1987), který v roce 1955

publikoval práci popisující, jak potkani vycvièení

v Y-tvarovaném bludišti, kde pobyt v jednom rameni byl

spojen s injekcí morfinu, upøednostòovali pobyt v tomto

rameni.

Výsledek testu conditioned place preference je dán ty-

pem léku, zpùsobem podání i velikostí dávky. Nìkteré ná-

vykové látky navozují jak conditioned place preference, tak

i conditioned place aversion v závislosti na velikosti apliko-

vané dávky. Dalším dùležitým kritériem je latence úèinku

a délka trvání úèinku. Látky s dlouhou latencí úèinku

a dlouhým pùsobením nemají tak výrazné odmìòovací

vlastnosti na rozdíl od látek, které mají rychlý nastup úèin-

ku a krátký efekt (Prus et al., 2008; Bardo et Bevins, 2000).

Pomoci této metody lze testovat: pøítomnost odmìòo-

vacích nebo averzivních úèinkù spojených s aplikací lát-

ky/drogy, porovnávat potenciál látek k vyvolání závislosti

a potenciál látek èi jiných parametrù k navození relap-

su/návratu k droze, pøípadnì testovat potenciální léèiva, jež

by snížila touhu po droze, resp. drogou podmínìnou prefe-

renci místa dostávalo (Lynch et al., 2010; Gardner, 2008;

Liu et al., 2008).

� 3 / 2 Metoda „autoaplikace“
Metoda „autoaplikace“ („self-administrace“, „self-ad-
ministration“) je nejvíce akceptovaným modelem závislos-

ti, je považována za „zlatý standard“ testování potenciálu

látky vyvolávat závislost (Carter et Griffiths, 2009). Látky,

jež vyvolávají závislost u lidí, jsou autoaplikovány/sebead-

ministrovány i ve zvíøecích modelech (Mello et Negus,

1996). Metoda patøí mezi tradièní behaviorální zvíøecí mo-

dely odhalující pùsobení drogy jako pozitivního odmìòova-

èe/„reinforcer“, který je potentnìjší než „pøírodní odmìòo-

vaèe“, jako napø. potrava, voda, sex (Lynch et al., 2010).

Poprvé byla tato metoda popsána v prùbìhu 60. let 20.

století nezávisle na sobì nìkolika vìdci. Doktor James R.

Weeks v roce 1962 publikoval práci popisující autoaplikaci

morfinu u potkanù (Planeta, 2013; Weeks, 1962), Travis

Thomson a Charles R. Shuster v roce 1964 popsali autoapli-

kaci morfinu u opic (Mello et Negus, 1996; Thompson et

Schuster, 1964).

Principem metody je získání/dosažení odmìny (dávka

návykové látky) podmínìné vykonáním urèitého úkolu (nej-

èastìji stlaèení páèky, výbìr správného otvoru, správná

identifikace/výbìr nádoby s drogou atp.) (Fišerová, 2000).

Metoda self-administrace se nejèastìji provádí na hlo-

davcích, ale je vysoce adaptabilní i na jiné druhy zvíøat jako

psy, koèky, ptáky (Gardner, 2008) a primáty (Lynch et al.,
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morphine self-administration in monkeys (Mello and

Negus, 1996; Thompson and Schuster, 1964).

The method is based on a reward (a dose of an addic-

tive substance), the receipt/gaining of which is conditioned

by the performance of a certain task (pressing a lever,

choosing a correct hole, identifying/selecting the correct

container with the drug, etc.) (Fišerová, 2000).

The self-administration method is generally applied to

rodents, but is highly adaptable to other kinds of animals

such as dogs, cats, and birds (Gardner, 2008) and primates

(Lynch et al., 2010; Panlilio and Goldberg, 2007; Howell and

Fantegrossi, 2008).

The investigational substances/drugs can be adminis-

tered by various routes, including intravenous, intramus-

cular, oral, intranasal, intracerebroventricular, and

intragastric (Lynch et al., 2010; Schramm-Sapyta et al.,

2009; Pechnick et al., 2007; Panlilio and Goldberg, 2007). It

generally holds that the same routes of administration as in

humans, e.g. alcohol orally, heroin intravenously, etc.,

should be used.

In the case of oral self-administration (e.g. with alcohol

or morphine), animals are offered the drug in drinking con-

tainers. For example, one container with plain water and

one or more containers with alcohol of various concentra-

tions (5-20%) are placed into a cage at the same time. The

position/location of the containers in the cage changes every

day. If the animal experiences alcohol as a reward, it starts

seeking the container(s) with alcohol. During the experi-

ment (involving self-administration ranging from several

days to chronic) regular measurements (usually on a daily

basis) of the consumption of the liquids in the containers

are taken.

The testing based on the intravenous self-adminis-
tration (IVSA) method begins with an intravenous cathe-

ter being surgically implanted in the internal jugular vein

(Gardner, 2008). Self-administration sessions are launched

after the animal has recovered from the surgery (within

several days). The animal learns that a certain action (e.g.

pressing the active lever/response device that is connected

to a programmed perfusion pump) is followed by/associated

with the administration of a substance/drug, i.e. a reward-

ing sensation. If the animal experiences the administration

of the substance as a reward, it tends to repeat the action

(pressing the active lever). There are a number of modifica-

tions of this test. “Fixed ratio” (FR) refers to a schedule

which requires that the animal completes a fixed number of

tasks to receive the reward (for example, FR=1 means that

each time the active lever is pressed one dose of the sub-

stance/drug is delivered into the animal; in the FR=5 ar-

rangement, the animal must press the lever five times to re-

ceive one dose of the drug, etc). In a “progressive ratio” (PR)

schedule, the number of non-reward presses on the active

lever needed to trigger the administration of the drug in-

2010; Panlilio et Goldberg, 2007; Howell et Fantegrossi,

2008).

Testované látky/drogy mohou být aplikované rùznými

cestami – intravenóznì, intramuskulárnì, perorálnì, intra-

nazálnì, intracerebroventrikulárnì, intragastricky atp.

(Lynch et al., 2010; Schramm-Sapyta et al., 2009; Pechnick

et al., 2007; Panlilio et Goldberg, 2007). Obecnì platí, že se

používá stejný zpùsob podání, jakým je látka aplikovaná

u lidí, napø. alkohol perorálnì, heroin intravenóznì atp.

V pøípadì perorální autoaplikace (napø. u alkoholu ne-

bo morfinu atp.) je zvíøatùm nabízena droga v pitných nádo-

bách. Napø. do klece jsou umístìny souèasnì: 1 nádoba s èis-

tou vodou a 1 nebo více nádob s rùznými koncentracemi al-

koholu (5–20 %). Pozice/umístìní nádob v kleci se každý den

mìní. Pokud zvíøe pociťuje alkohol jako odmìnu, zaène vy-

hledávat nádobu/y s alkoholem. Bìhem pokusu (vìtšinou

nìkolikadenního až chronického) se pravidelnì (vìtšinou

dennì) mìøí konzumace tekutin v nádobách.

Testování metodou intravenózní self-administrace

(IVSA) zaèíná chirurgickou implantací intravenózního ka-

tétru do v. jugularis interna (Gardner, 2008). Po chirurgic-

kém výkonu se zvíøe v prùbìhu nìkolika dní zotavuje. Po-

tom zaèínají autoaplikaèní sezení. Zvíøe se nauèí, že urèitý

úkon (napø. stlaèení aktivní páèky/tlaèky, té, jež je spojena

s naprogramovanou perfuzní pumpou) je následován/spojen

s aplikací látky/drogy, tedy s pocitem odmìny. Pokud apli-

kaci látky zvíøe pociťuje jako odmìnu, má tendenci úkon

(stlaèení aktivní tlaèky) opakovat. Existuje øada rùzných

modifikací testu. „Fixovaný pomìr“ (fixed ratio – FR) zna-

mená, že zvíøe dostane odmìnu po správném vykonání urèi-

tého pevnì stanoveného poètu úkolù (napø. FR=1 znamená,

že pøi každém stlaèení aktivní páèky je zvíøeti aplikována

jedna dávka látky/drogy; pøi FR=5 musí zvíøe pro dosažení

jedné aplikace drogy stisknout páèku 5krát atp.). Pøi tzv.

„progresivním pomìru“ (progressive ratio – PR) je poèet

prázdných stlaèení aktivní páèky (=bez odmìny) pro dosa-

žení každé aplikace drogy zvyšován geometrickou øadou

(Carter et Griffiths, 2009). Toto uspoøádání IVSA se použí-

vá k posouzení motivace zvíøete k získání drogy (Gardner,

2008), resp. k testování potenciálu látky k navození závis-

losti. Princip autoaplikace zvíøetem je provázen øadou nut-

ných ochranných opatøení – napø. je definován maximální

poèet injekcí (maximální autoaplikovaná dávka) v urèitém

èasovém intervalu i celkovì, každá injekce je následována

urèitou „pøestávkou“ (time out), kdy není droga po stlaèení

páèky k dispozici (aby nedošlo ke kumulaci dávek) atp.

(Carter et Griffiths, 2009). Jako „zlomový bod“ (breakpoint)

se oznaèuje nejvyšší poèet úkolù (prázdných stlaèení aktiv-

ní páèky), které je zvíøe ochotno provést pro získání odmìny

(=dávka drogy). (Obr. 4.)

Metoda „autoaplikace“ se používá zejména pro testová-

ní potenciálu látky navodit závislost, dále pro testování po-

tenciálních léèiv pro substituci (látky s agonistickým úèin-
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creases exponentially (Carter and Griffiths, 2009). This

IVSA variant is used to assess the motivation of the animal

to obtain the drug (Gardner, 2008), or to test the addictive

potential of the substance. The principle of self-admi-

nistration by the animal requires a number of protective

measures: e.g. the maximum number of injections (maxi-

mum self-administration dose) both within a specific time

interval and in total is defined, each injection is followed by

a “timeout” during which the drug is not delivered in re-

sponse to the lever being pressed (to prevent the accumula-

tion of doses), etc. (Carter and Griffiths, 2009). A “break-

point” refers to the highest number of responses (pressing

the active lever with no drug delivery) which the animal is

willing to make to be rewarded (= receive the drug). (Fig. 4.)

The self-administration method is primarily used to

test the addictive potential of a drug and to test potential

substitution agents (substances with agonistic effects) and

medication which may be effective in reducing drug con-

sumption (Mello and Negus, 1996). For example,

premedication with an opioid receptor antagonist in

a self-administration test resulted in a lower breakpoint

level (a smaller number of self-administration episodes)

(Pechnick et al., 2007). Similar tests may be performed to

test environmental influences on drug consumption/self-

administration. It has been demonstrated, for example,

that the exposure of the animal to stress (e.g. electric shock

or social defeat stress) increases the breakpoint level (esca-

lated drug consumption/self-administration) (Gardner,

2008).

� 3 / 3 Drug Discrimination
The drug discrimination method is a valid behav-

ioural technique used in addiction research. It is often uti-

lised in combination with the self-administration and place

preference approaches (Stolerman et al., 2011).

This method is based on the ability of higher living or-

ganisms (including rodents and primates) to distinguish

various types of central effects, i.e. various states of mind

they may be experiencing (Glennon and Young, 2011).

The method is underpinned by the model of learnt op-

erant behaviour. It is generally tested on rats, monkeys,

and mice (Carter and Griffiths, 2009; Young, 2009).

The drug discrimination method was first reported in

1951 by the American psychology professor John Janeway

Conger. His work compared the behaviour of animals in the

states of acute alcohol intoxication and sobriety (Donald

and Overton, 1991).

The drug discrimination test assays the subjective ef-

fect of an addictive substance on an animal organism. It

comprises four elements: (i) a motivated animal (a

food-deprived animal learns more easily if food is the re-

ward), (ii) the administration of an addictive substance ca-

pable of altering the state of mind and perception or a pla-

kem), nebo léèiv snižujících konzumaci drogy (Mello et Ne-

gus, 1996). Napø. premedikace antagonistou opioidních

receptorù v testu self-administrace vede ke snížení hodnoty

zlomového bodu (pokles autoaplikací) (Pechnick et al.,

2007). Obdobnì lze testovat i vliv prostøedí na konzuma-

ci/autoaplikaci drogy, napø. bylo prokázáno, že vystavení

zvíøete stresu (napø. elektrický šok, sociální stres atp.) na-

opak zvyšuje hodnotu zlomového bodu (zvýšená konzuma-

ce/autoaplikace drogy) (Gardner, 2008).

� 3 / 3 Rozpoznávání drogy
(„drug discrimination“)
Metoda „rozpoznání látky mezi rùznými látkami“
(„drug dicrimination“) patøí mezi validní behaviorální

techniky používané v adiktologii. Èasto se používá v kombi-

naci s metodou „autoaplikací“ a „preference místa“ (Stoler-

man et al., 2011).

Metoda se zakládá na schopnosti vyšších živých orga-

nizmù (napø. i hlodavcù, primátù atp.) rozlišovat rùzné ty-

py centrálních úèinkù, resp. rùzné typy stavu vìdomí, ve

kterém se nacházejí (Glennon et Young, 2011).

Podkladem metody je model nauèeného operantního

podmiòování. Nejèastìji se testuje na potkanech, opicích

a myších (Carter et Griffiths, 2009; Young, 2009).

Metoda drug dicrimination byla poprvé referována

v roce 1951 americkým profesorem psychologie Johnem Ja-

neway Congerem. Tato práce popisovala rozdíly v chování

zvíøat ve stavu akutní intoxikace alkoholem a ve støízlivém

stavu (Donald et Overton, 1991).

Test „rozpoznání mezi rùznými látkami“ zkoumá sub-

jektivní úèinek návykové látky na živoèišný organismus.

Skládá se ze ètyø prvkù: prvním prvkem je motivované zvíøe

(hladové/deprivované zvíøe se lépe uèí, v pøípadì, když je

odmìnou jídlo), druhým prvkem je aplikace návykové látky,

která zmìní stav vìdomí a vnímání, nebo aplikace placeba

(nejèastìji se jako placebo používá ekvivalentní množství

0,9% roztoku chloridu sodného) urèitou dobu pøed testová-

ním, tøetí prvek – správnì vykonaný úkol, a posledním ètvr-

tým prvkem je obdržení odmìny (ve vìtšinì pøípadù jídlo

nebo slazené mléko) (Glennon et Young, 2011; Young,

2009).

Výcvik zvíøat probíhá v operaèní komoøe se dvìma páè-

kami (podobnì jako u metody IVSA). Nejdøíve se zvíøe nauèí

jenom maèkat páèku. Potom zaèíná trénink s aplikací testo-

vané látky. V prùbìhu „testovacího/drogového sezení“ se

dávka testované látky aplikuje urèitou dobu pøed umístì-

ním zvíøete do testovací komory. Úkolem zvíøete je zmáè-

knout páèku, která byla pøedem stanovena jako „drogová“

(napø. pravou páèku). Zmáèknutí správné páèky má za ná-

sledek obdržení odmìny – jídla. Druhý den je „sezení s pla-

cebem“, místo návykové látky se aplikuje fyziologický roz-

tok. V prùbìhu tohoto sezení by zvíøe mìlo zmáèknout „pla-

cebovou páèku“, je to jiná páèka než u drogového sezení
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cebo (an equivalent quantity of 0.9% sodium chloride solu-

tion is commonly used for this purpose) a certain period of

time prior to testing, (iii) a correct response, and (iv) a re-

ward/reinforcement (mostly food or sweetened milk)

(Glennon and Young, 2011; Young, 2009).

Animals are trained in an operant chamber equipped

with two levers (as in IVSA). First the animal only learns to

press the lever. Then the administration of the study sub-

stance is included in the training. During a “testing/drug

session”, a dose of the study substance is administered some

time before the animal is placed inside the testing chamber.

The animal is expected to press the response lever desig-

nated in advance as the “drug lever” (the one on the right,

for example). Pressing the correct lever yields a reward –

food. On another day, a “placebo session” takes place, where

saline solution is applied instead of the addictive sub-

stances. During this session the animal should press the

“placebo lever”, the other lever from that activated at the

“drug session” (the one on the left, for example), to receive

a reward (Glennon and Young, 2011; Lynch et al., 2010;

Fišerová, 2000). A correct response percentage of the total

number of instances of pressing the lever during the session

(=100%) is looked for. The test is considered accomplished

after the animal has made 80% or more “correct responses”

(Carter and Griffiths, 2009). This relatively time-consum-

ing training takes several weeks, sometimes months. The

ability of the animal to opt for the “correct” pressing device

as a result of the administration of a centrally acting sub-

stance demonstrates the discrimination of the effect, i.e. the

substance.

The drug-discriminating procedure can be used to ex-

amine the effects of common centrally acting substances

and their pharmacological properties, such as the onset and

duration of effects, the relationship between the effect and

the route of administration of the substance, and the pres-

ence of active metabolites, and to test receptor agonists and

antagonists (Glennon and Young, 2011; Carter and

Griffiths, 2009). This method can also be used to test un-

known substances/new drugs, the number of which on the

black market has risen dramatically. If a new compound

generates the same response as the previously trained

drug, it appears to belong to the same group of compounds

and to elicit similar subjective experiences (e.g. both metha-

done and morphine are opiates). If a study substance has

the same action as the placebo, it is affiliated with a differ-

ent group of compounds and induces different subjective al-

terations in the animal (e.g. cocaine vs. morphine, as by

principle cocaine is a stimulant, while morphine ranks

among the depressants) (Lynch et al., 2010; Carter and

Griffiths, 2009).

The test can entail several modifications, such as test-

ing of a study substance vs. a placebo, the assay of the ef-

fects of different doses of the same substance, and the test-

(napø. levá páèka), aby dostalo odmìnu (Glennon et Young,

2011; Lynch et al., 2010; Fišerová, 2000). Sleduje se procen-

to správných odpovìdí z celkového množství zmáèknutí

v prùbìhu sezení (=100 %). O splnìní testu hovoøíme, když

zvíøe dosáhne bìhem sezení 80 nebo více procent správných

zmáèknutí (Carter et Griffiths, 2009). Tento pomìrnì èaso-

vì nároèný výcvik trvá nìkolik týdnù, nìkdy i mìsícù.

Schopnost zvíøete zvolit „správnou“ tlaèku pod vlivem pøí-

slušného centrálního úèinku vyvolaného právì aplikovanou

látkou dokládá rozpoznání daného typu úèinku, resp. dané

látky.

Metodu „rozpoznání mezi rùznými látkami“ lze užít ke

zkoumání základních centrálních úèinkù látek i farmakolo-

gických vlastností zkoumaných látek, jako je latence úèin-

ku, doba trvání úèinku, ovlivnìní efektu látky v závislosti

na zpùsobu podání, pøítomnost aktivních metabolitù, testo-

vání receptorových agonistù a antagonistù (Glennon et

Young, 2011; Carter et Griffiths, 2009). Tímto zpùsobem se

mohou testovat i neznámé slouèeniny/ nové drogy, jejichž

poèet na èerném trhu poslední dobou lavinovitì stoupá.

Jestliže nová slouèenina vyvolává stejnou reakci jako pøed-

tím nacvièená droga, znamená to, že patøí do stejné skupiny

slouèenin a vyvolává podobné subjektivní prožívání (napø.

metadon a morfin, oba patøí mezi opioidy). Pokud zkouma-

ná látka úèinkuje stejnì jako placebo, v tomto pøípadì patøí

do jiné skupiny slouèenin a vyvolává jiné subjektivní zmìny

u zvíøete (napø. kokain a morfin, protože principiálnì patøí

kokain mezi stimulanty, kdežto morfin mezi látky tlumivé)

(Lynch et al., 2010; Carter et Griffiths, 2009).

Test mùže mít nìkolik modifikací, nejèastìjší jsou: tes-

tování zkoumané látky versus placebo, zkoumání úèinkù

rùzných dávek stejné látky, testování dvou rùzných látek

atp. (Glennon et Young, 2011; Stolerman et al., 2011).
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ing of two different substances (Glennon and Young, 2011;

Stolerman et al., 2011).

� 4 NEUROBIOLOGY METHODS

� 4 / 1 Microdialysis
Microdialysis is an in vivo technique used to assay con-

centrations of low-molecular substances (such as

neuromediators, low-molecular peptides, and hormones) in

the interstitial space. It is used for collecting samples of tis-

sue from various organs, including blood and eye, liver,

muscle, and brain tissue (Darvesh et al. 2011). In addiction

research, microdialysis of various brain areas is of major

relevance. The technique is widely used to sample and

quantify neurotransmitters, neuropeptides, and hormones

in the brain and its periphery (Chefer et al., 2009). The in-

valuable and unique benefit of microdialysis is that it al-

lows the long-term (even repeated) measurement of

changes in (neuro-)mediators in the structure/tissue of in-

terest in unrestrained animals and thus the study of

changes occurring within chronic models or during other

behavioural tests, such as self-administration and CPP, or

the investigation of the responses of the animal to pharma-

cological and other stimuli (Torregrossa and Kalivas, 2008;

Šustková, 2003)

A microdialysis system consists of a microdialysis

probe/cannula with a semipermeable membrane to be im-

planted in the tissue under study, a perfusion/dialysis

pump with perfusion solution (artificial tissue fluid), and

a microtube into which the sample/dialysate is collected at

certain intervals. (Fig. 5, 6.)

The principle of microdialysis is based on Fick’s law of

diffusion, which explains the passive passage of molecules

through a semipermeable membrane according to the con-

centration gradient, i.e. from a higher-concentration envi-

ronment into a low-concentration environment. The func-

tion of a semipermeable membrane is fulfilled by

a microdialysis probe which is very slowly perfused with

perfusion/dialysis solution (of zero concentration). The per-

meability of the membrane (cut-off) is determined by the

size of its pores; a permeability of 5,000-100,000 daltons is

generally used. The probe is inserted into an area of inter-

est (e.g. a selected brain structure). Through the pores of

the semipermeable membrane which contains the

microdialysis probe, substances from the extracellular fluid

pass into the probe, where they are collected (at certain in-

tervals) into the microtube. The concentration of the study

substances in the diasolyte is then determined using an ap-

propriate analytical method, which must be extremely sen-

sitive, as the concentrations of the substances in the

diasolyte are very low (pmol concentrations and lower). In-

deed, experimental analytical possibilities are a major limi-

� 4 NEUROBIOLOGICKÉ METODY

� 4 / 1 Mikrodialýza
Mikrodialýza je technika, která se používá k in vivo moni-

toraci koncentrace nízkomolekulárních látek v intersticiál-

ním prostoru tkání (jako jsou napø. neuromediátory, nízko-

molekulární peptidy, hormony atp.). Používá se pro odbìr

vzorkù z rùzných orgánù, jako jsou krev, oko, játra, svaly,

mozek (Darvesh et al., 2011). V adiktologickém výzkumu

má nejširší použití mikrodialýza rùzných oblastí mozku.

Technika mikrodialýzy je široce používána pro odbìr vzor-

kù a kvantifikaci neurotransmiterù, neuropeptidù a hormo-

nù v mozku èi na periferii (Chefer et al., 2009). Neocenitel-

nou a unikátní výhodou mikrodialýzy je možnost provádìt

dlouhodobé (dokonce i opakované) mìøení zmìn (neuro)me-

diátorù v pøíslušné struktuøe/tkáni u volnì se pohybujících

zvíøat a tím studovat zmìny v rámci chronických modelù èi

v prùbìhu jiných behaviorálních testù jako napø. autoapli-

kace, CPP nebo sledovat reakci zvíøete na farmakologické

aj. podnìty (Torregrossa et Kalivas, 2008; Šustková, 2003).

Mikrodialyzaèní systém se skládá z mikrodialyzaèní

sondy/kanyly se semipermeabilní membránou, která je im-

plantovaná do pøíslušné tkánì, perfuzní /dialyzaèní pumpy

s perfuzním roztokem (umìlým tkáòovým mokem), a mik-

rozkumavky, do níž je vzorek/dialyzát v urèitých interva-

lech odebírán. (Obr. 5, 6.)

Mikrodialýza je založena na principu Fickova zákona

difúze o pasivním prùchodu molekul semipermeabilní

membránou dle koncentraèního gradientu, tj. z prostøedí

o vyšší koncentraci do prostøedí o nižší koncentraci. Funkci

semipermeabilní membrány plní mikrodialyzaèní sonda

velmi pomalu promývaná perfuzním/dialyzaèním roztokem

(roztok s nulovou koncentrací). Velikost póru v membránì

urèuje její propustnost („cut off“), vìtšinou se užívá propust-

nost 5000–100000 Daltonù. Sonda je zavedena do zkouma-

né oblasti (napø. vybrané mozkové struktury). Póry semi-

permeabilní membrány mikrodialyzaèní sondy prochází

látky z extracelulární tekutiny do sondy a odtud jsou jímá-

ny (v urèitých èasových intervalech) do mikrozkumavky.

Koncentrace sledovaných látek v dialyzátu se potom stano-

vuje pøíslušnou analytickou metodou, která musí být mimo-

øádnì citlivá, protože koncentrace látek v dialyzátu jsou

velmi nízké (pmol koncentrace a nižší). Experimentální

analytické možnosti jsou zásadním limitem této techniky

(Koob et al., 2007; Darvesh et al., 2011).

První studie mìøící extracelulární koncentraci neuro-

transmitteru v mozku provedl britský profesor farmakolo-

gie John Henry Gardam v roce 1961 použitím techniky

„push-pull“ (Darvesh et al., 2011), inspirovaný prací jiných

britských vìdcù Foxe a Histona, kteøí provádìli stejné vý-

zkumy v podkoží v roce 1958 (Fox et Histon, 1958). Na vývo-

ji souèasných mikrodialyzaèných typù sond a celosvìtovì
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tation of this technique (Koob et al. 2007; Darvesh et al.

2011).

The first studies involving the measurement of the

extracellular neurotransmitter concentration in the brain

were carried out by a British professor of pharmacology,

John Henry Gardam, in 1961, using the push-pull tech-

nique (Darvesh et al. 2011). His work was inspired by other

British scientists, Fox and Hilton, who conducted the same

research on the subcutis in 1958 (Fox and Histon, 1958).

The Swedish professor Urban Ungerstedt contributed sig-

nificantly to the development of the current types of

microdialysis probes and the methods which are now com-

monly used worldwide (Darvesh et al. 2011).

In addiction research, the in vivo brain microdialysis

technique is of key relevance to the development of new

pharmacotherapeutic approaches and procedures with re-

spect to addiction treatment. Microdialysis makes it possi-

ble to moderate mediator changes induced by the effects of

addictive substances, as well as by potential receptor antag-

onists and agonists (Darvesh et al. 2011). In view of the

neural mechanisms of addiction, the greatest attention is

focused on the study of neurochemical changes in the

mesocorticolimbic circuitry, including the ventral

tegmental area, nucleus accumbens, frontal cortex,

striatum, and amygdala (Torregrossa and Kalivas, 2008).

Another advantage of this method is that one sample may

be used to establish concentrations of more substances at

a time. The most common neurotransmitters of which the

study is of relevance to addictology include glutamate,

GABA, dopamine, serotonin, noradrenalin/norepinephrine,

acetylcholine, peptides, and endogenous cannabinoids

(Torregrossa and Kalivas, 2008).

� 5 CONCLUSION
This review article summarises selected common pre-clini-

cal addiction research methods. Animal model-based exper-

iments are widely used to study factors which are salient for

the development and maintenance of addiction and provide

valuable information needed to understand the key addic-

tion-related mechanisms. The transferability of research

evidence obtained from animal models and experiments to

humans may have its limitations; it can raise doubts and is-

sues. Nevertheless, as shown in Table 6, for example, the

experimental testing of the potential of substances to pro-

voke a “reinforcing” effect (= one that increases the urge to

use the drug, a “craving”) has demonstrated that common

addictive drugs of abuse available on the black market lead

to (mostly intravenous) self-administration in rats, mice,

and monkeys (self-administration model) and produce

a conditioned place preference and animals can distinguish

these substances within the drug discrimination model. An-

imal experiments have also shown that practically all

well-known addictive drugs increase the dopamine level in

používaných metod se velkou mìrou podílel napø. švédský

profesor Urban Ungerstedt (Darvesh et al., 2011).

V adiktologickém výzkumu má technika CNS mikrodi-

alýzy in vivo mimoøádnì dùležité uplatnìní pøi vývoji no-

vých farmakoterapeutických smìrù a postupù v léèbì závis-

lostí. Mikrodialýza umožòuje moderování mediátorových

zmìn vyvolaných úèinkem návykových látek, potenciálních

receptorových antagonistù a agonistù atp. (Darvesh et al,.

2011). Vzhledem k neuronálním závislostním mechanis-

mùm je nejvìtší pozornost vìnována zkoumání neuroche-

mických zmìn v mezokortikolimbických obvodech, vèetnì

ventrální tegmentální oblasti, nukleus accumbens, frontál-

ní kùry, striatu, amygdaly atd. (Torregrossa et Kalivas,

2008). Další výhodou metody je, že z jednoho vzorku lze sou-

èasnì stanovovat koncentraci více látek najednou. Nejèas-

tìji stanovované neurotransmitery v adiktologii jsou gluta-

mát, GABA, dopamin, serotonin, noradrenalin/norepinef-

rin, acetylcholin, peptidy, endogenní kanabinoidy atp.

(Torregrossa et Kalivas, 2008).

� 5 ZÁVÌR
V tomto pøehledovém èlánku jsou shrnuty vybrané, èasto

užívané metody preklinického výzkumu v oboru adiktolo-

gie. Experimenty na zvíøecích modelech jsou široce používa-

né ke studiu faktorù významných pro rozvoj a udržování zá-

vislostí, poskytujících cenné informace nutné k porozumìní

klíèovým mechanizmùm v problematice závislostí. Pøenosi-

telnost výzkumných informací získaných ve zvíøecích mo-

delech a experimentech na lidskou úroveò nemusí být obec-

nì vždycky stoprocentní, resp. mùže být nìkdy nejedno-

znaèná nebo problematická. Nicménì, jak je zøejmé z tabul-

ky 6, napø. pøi testování potenciálu látek vyvolat „posilující“

úèinek (=efekt posilující touhu po droze, „craving“) bylo

u nejznámìjších látek zneužívaných na èerném trhu a vyvo-

lávajících závislost experimentálnì prokázáno, že navozují

(vìtšinou intravenózní) autoaplikaci u potkanù, pøíp. myší

èi opic (model autoaplikace), že navozují drogou podmínì-

nou preferenci místa a zvíøata tyto látky rozpoznávají v mo-

delu schopnosti rozpoznání drogy. V animálních experi-

mentech bylo také zjištìno, že prakticky všechny známé

drogy navozující závislost pøi akutním podání zvyšují hladi-

nu dopaminu v nukleu accumbens atp. (Koob, 2009; Koob et

Volkow, 2010 atp.).

Preklinické animální modely patøí mezi unikátní scre-

eningové techniky pro zkoumání návykového potenciálu

u drog, ale i k testování nových léèiv v terapii závislostí,

stejnì jako psychologické terapeutické èi preventivní pros-

tøedky pro zlepšení zvládání zátìžových situací u pacientù

závislých na návykových látkách atp. Nezbytnou souèástí

užívání zvíøat v preklinickém výzkumu je pøísná akceptace

etického kodexu, eventuální volba alternativních metod,

zdokonalování již existujících zvíøecích modelù atp.
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the nucleus accumbens when administered acutely (Koob,

2009, Koob and Volkow, 2010, etc.).

Pre-clinical animal models represent unique screening

techniques used to explore the addictive potential of drugs

and to test new addiction therapies, as well as psychological

treatment and prevention resources that may enhance the

coping skills of drug-dependent patients. Last but not least,

pre-clinical research involving animal subjects must

strictly adhere to the relevant ethical code, seek alternative

options whenever possible, and improve the existing animal

models.
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