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Anotace

Zavazna perinatalni hypoxie tvofi podstatnou pfi¢inu mozkového poskozeni u
narozenych déti. ReSerSni ¢ast této Diplomové prace pojednava o kratkodobych a
dlouhodobych motorickych projevech laboratorniho potkana, o motorickych testech,
pomoci kterych se motorika potkani hodnoti, o hypoxickém pisobeni na nezraly
centralni nervovy systém a o pusobeni latek na adenosinové A; receptory v mozku.
Cilem experimentalni ¢asti Diplomové prace bylo hodnoceni pozdnich motorickych
projevll u potkanii ovlivnénych perinatalni hypoxii. Perinatalni hypoxie byla provedena
tak, Ze bfezi samice potkana byly umistény do normobarické hypoxické komory (10 %
0O,) jedenécty den biezosti, kde porodily a expozice hypoxie byla ukoncena 6. den po
narozeni mladd’at. Pro hodnoceni motorického vyvoje byla vyuzita baterie koordina¢né
narocnych motorickych testll vzdy adekvéatnich pro ptislusny vyvojovy stupen potkana.
Perinatalni hypoxie a jeji nasledky dale byly ovlivnény jednordzovou aplikaci latky 2-
chloro-N(6)-cyclopentyladenosin (CCPA), agonistou adenosinového A; receptoru, 14.
den po narozeni potkanil. Postizeni potkani vykazovali motorické deficity a zpozdéni
v motorickém vyvoji ve 3 ze 4 zvolenych motorickych testli v porovnani s potkany
z kontrolni skupiny. Tyto motorické odchylky vsSak jiz nebyly zaznamenany ve
vyvojovém stupni rané dospélosti. Postizeni potkani s aplikaci latky CCPA vykazovali
signifikantné lepSi motoricky projev proti postizenym zvifatim bez aplikace latky.
Vysledky naseho vyzkumu prokdzaly, Zze perinatalni hypoxie naru$i motoricky vyvoj
potkana. Zesileni adenosinergni inhibice v postnatalni fazi vyvoje vSak mize Castecné

zabranit tomuto poSkozeni.
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Annotation

Severe perinatal hypoxia represents a substantial brain injury in human newborns. This
Diploma thesis is focused on long-term motor outcome of laboratory rat after moderate
perinatal hypoxia. We described some behavioral test for detection motor development
and presented the influence of perinatal hypoxia on central nervous system. We also
discussed an effect of agonists and antagonists of adenosine A; receptor in brain. The
aim of an experimental part was an evaluation of long-term motor behavior in rats
affected by perinatal hypoxia. To cause perinatal hypoxia we put pregnant female rats to
a hypoxic (10% O,) normobaric room in 11" day of their gestation. The pregnant
female rats stayed in hypoxic room until they gave a birth and 6 more days after birth
with their litters. For classification of motor development we used battery of tests of
motor coordination. These tests correspond to the level of development of the rat. Then
a group of rats with perinatal hypoxia was treated by a single administration of an
agonist of adenosine A; receptor 2-chloro-N(6)-cyclopentyladenosin (CCPA) in
postnatal day 14. The animals affected by perinatal hypoxia show motor deficits in 3
from 4 selected behavioral tests. Otherwise, this motor behavior was no longer detected
in young adults. The rats affected by perinatal hypoxia treated by CCPA had notably
better motor behavior than the hypoxic animals without treatment. The results of our
experiment demonstrate that perinatal hypoxia affect motor development of the rat. But
the reinforcement of adenosinergic inhibition in postnatal period can improve the

changes.
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SEZNAM ZKRATEK

ADAC — N®-[4-[[(2-aminoethy])-amino] carbonylmethyl]phenyl]adenosine
ADP — adenosindifosfat

ATP — adenosintrifosfat

AVCR - Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.

C — kontrolni skupina

cAPM — cyklicky adenosinmonofosfat

CCPA - 2-chloro-N°-cyclopentyladenosin

CPA - N’-cyklopentyladenosin

CPGs - central pattern generators (generatory programového vzorce)
CNS — centralni nervovy systém

DMO — détska mozkova obrna

DPCPX - 8-cyklopentyl-1,3-dipropyl xantine

GABA - kyselina y-aminotmaselna

H — skupina ovlivnéna perinatalni hypoxii

HIE - hypoxicko-ischemické encefalopatie

HP — skupina ovlivnéna perinatalni hypoxii s aplikaci CCPA
NMDA - N-methyl-D-aspartat

NS - nervovy systém

P = postnatélni den, napt. P1 = den, ve kterém mladé dosdhlo v€ku 1 den
PO = den narozeni, postnatalni den 0

PD 81,273 - 2-amino-3-benzoylthiophen

PK — pfedni koncetina

PKK — ptedni koncetiny

PVL — periventrikularni malacie

ZK — zadni koncetina

ZKK — zadni koncetiny

Poznamka: Pro oznaceni dnti postnatalniho vyvoje jsme vyuzili znaceni zkratkou Px,
kde P znaci postnatalni obdobi a x den, ve kterém mladé dosahlo véku x, pficemz den

narozeni je oznacen jako PO.


http://cs.wikipedia.org/wiki/NMDA




uvoD

Perinatalni hypoxie predstavuje zdvaznou hrozbu poSkozeni centralni nervové
soustavy s vyraznymi neurologickymi deficity u novorozenych déti. Nejvice ohrozenou
skupinou jsou piedCasné narozené de¢ti snizkou porodni vdhou. Pomoci vyspélé
neonatalni péce se trvale snizuje v€k pfedcasné narozenych déti, které prezivaji. Je proto
potieba vice vénovat pozornost i vyvojoveé mlad$im modelim perinatdlni hypoxie a
zkoumat specifika jejich neurobehaviordlnich poruch.

Mezi nej€astéji vyuzivané laboratorni zvife patii laboratorni potkan. A to nejen
pro mnozstvi fyziologickych, biochemickych, morfologickych tidaji o tomto druhu a
Clovéku obdobné fyziologii cerebrovaskularni cirkulace, ale i proto, ze potkan je
vhodnym zivocisSnym druhem pro vyvojové studie (relativné kratka biezost a velky
pocet mlad’at v jednom vrhu). Navic mladé potkana mé pfi narozeni jeSté nezralejsi
nervovy a motoricky systém nez lidsky novorozenec. Proto na novorozenych potkanech
lze sledovat v n¢kolika prvnich dnech zivota vyvojovy proces, jenz u lidské nervové
soustavy probihd v prenatalni fazi Zivota. Pro posouzeni neurologickych poruch a
behavioralnich nedostatkii se vyuziva znalosti motorického vyvoje potkana, coz vytvari
bazi pro vznik a vyklad motorickych testi.

Tématem o vlivu perinatdlni hypoxie na motoricky vyvoj laboratorniho potkana
jsem se zabyvala v mé bakalatské praci ,,V1iv perinatalni hypoxie na motoricky vyvoj
laboratorniho potkana® (Vachovcova, 2012). Tyto poznatky jsem ve své diplomové
praci rozsitila o praktickou ¢ast, jeZ se zabyvala motorickym vystupem perinatalni
hypoxii ovlivnénych mlad’at potkaniti v riznych fazich jejich motorického vyvoje.
Dals$im cilem praktické ¢asti bylo zkoumani vlivu jednordzové aplikace 2-chloro-N(6)-
cyclopentyladenosinu  (CCPA), agonisty A; receptoru, na vyvojové zmeény
v motorickém chovani mlad’at laboratornich potkanti ovlivnénych perinatalni hypoxii.

Obor fyzioterapie se muze zdat vzdaleny od zkoumani piimého piisobeni
perinatdlni hypoxie na zvifeci organismus. Tento dojem je vSak relativni, nebot
fyzioterapie je nedilnou soucasti multidisciplinarniho tymu, ktery se snazZi o pacienty po
hypoxicko-ischemickém inzultu pecovat. Castymi pacienty fyzioterapeuta jsou pravé
pacienti s nasledky perinatdlni hypoxie, kvili kterym je stile vice dilezité zviteci

modely perinatalni hypoxie zkoumat.



1 Laboratorni potkan

1.1 Obecné poznatky

Laboratorni potkan je nejvice uzivanym zvifetem pro vyzkumné prace (Baker et
al, 1980). Radi se kvelmi dobfe fyziologicky, anatomicky i farmakologicky
prostudovanym savcim (Clarac et al., 1998). Potkan je i vhodnym zvifetem z hlediska
manipulace a chovu (Baker et al, 1980). Na pracovisti Fyziologického ustavu
Akademie véd CR se nejéastéji vyuzivé albinoticky kmen Wistar.

Potkan je vhodnym Zivoc¢ichem také ve vyvojovych biomedicinskych studiich
(Clarac et al., 1998), nebot’ potkani se mohou mnozit béhem celého roku. K tomu
ptispiva i fakt, Ze samice potkana je biezi 22-23 dni a v jednom vrhu se rodi 10 a vice
mlad’at (Franck et al., 2009, s. 16). Dilezité vyvojové faze probihaji cca ve 3 tydnech
gestace a cca ve 3 tydnech po narozeni (Clarack et al., 1998). Pro vyvojové studie se
oproti napf. morceti laboratorni potkan hodi i z ditvodii nezralého centralniho nervového
systému (CNS), se kterym se mladd’ata potkana rodi (Calamandrei, 2004; Clarac et al.,
1998; Vinay et al., 2005). Nezralost CNS je typickd i pro lidského novorozence a
zkoumani motorického vyvoje potkana miize byt pfinosné pro poznani neurofyziologie
a patofyziologie motoriky ¢lov€ka (Vinay et al.,, 2005). Nervovy systém potkana je
v dob¢ jeho narozeni méné vyzraly nez u Clovéka (Stadlin et al., 2003, Gramsbergen,
1998). Lze tak vytvofit zvifeci modely, které reprezentuji stupenn zralosti CNS i
v prenatalnim obdobi ¢loveka (Gramsbergen, 1998).

Ve vyzkumu na zvitatech je potfeba pocitat s tim, Ze kazdy vek zvifete obnasi
riznou neurovyvojovou zralost. Je nutné myslet na rozdily mezi vyvojové nezralou a
zralou populaci, kde dochazi ke zménam neurofyziologickych procest v pribéhu zrani
(McCuthceon et Marinelli, 2009). Tim, Ze pozndme proces motorického vyvoje,
mizeme zhodnotit jednotlivé vnitini ¢i vnéjsi vlivy (napf. podani léciva) na dalsi

neurondlni vyvoj (Calamandrei, 2004).

1.2 Embryonalni a postnatalni vyvoj potkana

Vyvoj motorického chovani je vysledkem pisobeni prostfedi a genetickych
faktori. V ontogenezi se vyskytuje nckolik kritickych tuseki, pii nichz dochazi
k postupnému zrdni CNS. Zmény lze ptfedevSim sledovat na vyvoji axondlnich a

dendritickych vétvi, na formaci synapsi, na vyvoji receptorti, iontovych kanalt, na
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chemickém slozeni mozkomiSniho moku, na zménéach v hormonalnim ptsobeni (Clarac
et al., 1998).

V prenatalni f4zi vyvoje se vytvafeji a diferencuji progenitorové bunky, které
migruji do mist, kde pretrvaji. Vétveni dendriti a axontl, které tvoii mezi sebou
synaptické spoje, vytvaii sité, jeZ v sobé udrzuji zakddované informace po cely Zivot.
Nadmérny pocet neurond a synapsi se redukuje (apoptézou) piiblizn€é na polovinu
kratce pted narozenim. Dalsi stddium eliminaci bunéénych spojii, které nasleduje po
vyrazném piesahu synaptickych spojii a receptorovych jednotek, probihd v puberté
(Andersen, 2003).

Kdyz se potkan narodi (den narozeni se oznacuje jako PO), je slepy, hluchy

(Clarac et al., 1998), holy (Jamon et al., 2006) a nedokdze regulovat svou télesnou
teplotu (Calamandrei, 2004). Dilezitym smyslovym organem, podle kterého se potkan
v prvnich dnech Zivota orientuje, je €ich a vestibularni aparat (Clarac et al., 1998).
Ve dvou prvnich tydnech zivota je aktivita mlad’at omezena na krmeni (Calamandrei,
2004) a spanek (Clarac et al., 1998). Nasledkem limitované lokomoc¢ni schopnosti se
mlad’ata nachazeji ve shluku svych sourozencti v teplé zon€ pod matkou (Calamandrei,
2004). Potkan za¢ne vidét kolem 13-14. postnatdlniho dne (P13-14). Piedtim je uz
schopny chlize (Altman et Sudarshan, 1975).

Zvitata po 2 tydnech Zivota zacinaji objevovat okoli. Po 21. postnatdlnim dni
(P21) dochazi k ukonceni kojeneckého obdobi. S vyvojem zraku a sluchu se v tomto
obdobi zvySuje rozmanitost chovani a zvyraziuje se hyperaktivita. Objevuje se chovani
vice podobné dospélym potkanim (Calamandrei, 2004). V této dob¢é probihd
myelinizace vladken Sedé¢ hmoty a primdrnich motorickych a senzorickych ¢asti mozku
(Counotte et al., 2011).

Kratce nato za¢ina sexudlni zrani (McCuthceon a Marinelli, 2009). V této fazi
vyvoje dochéazi k dal§i redukci synaptickych spoji (Andersen, 2003). Pocatek
adolescence u potkana nastdva kolem 25. postnatalniho dne (P25) a kon¢i okolo 50. dne
po narozeni (P50). Primarni senzomotorické oblasti, dilezité pro zékladni pteziti, se
vytvareji diive, nez asociacni oblasti klry jako je prefrontilni oblast, jez uchovava
vznik vysSich asocia¢nich oblasti. Jejich propojenost je béhem maturace proménliva,
coz se zrcadli ve zménach chovani zvifete. V adolescenci potkana probihd myelinizace
corpus calosum, kterd se datuje od 21. dne do 56. dne zivota (P21-56), (Counotte et al.,
2011).
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Vek sexualni zralosti, pocatek adolescence, ma interindividudlni odchylky.
Sexudlni zralost u samic je datovana ptiblizné¢ na 32-34. den po narozeni, u samct je to
skoro o 14 dni pozdéji, kolem 45-48. dne po narozeni (McCuthceon et Marinelli, 2009).
V tomto obdobi Ize sledovat dal§i zménu chovani v podob¢ socidlni hry a riskantnéjSiho
vystupovani. To zlstava az do rané dospélosti, kterd se popisuje v 8. postnatalnim tydnu

(McCuthceon et Marinelli, 2009).

1.2.1 Vyvoj senzorickych systému

Cich se vyrazné vyviji prenatalné (Clarac 1998, Calamadrei 2004). PfestoZe je
pii narozeni stale nezraly, je hlavnim senzorickym smyslem, podle kterého se mlad’ata
v prvnich dnech po narozeni orientuji. Oproti dospélym potkanlim nejsou mlad’ata
schopnd rozliSit jemné odchylky ve vinich zdivodld nedostatecného poctu
synaptickych spojii mezi granuldrnimi a mitralnimi builkami, coz mize byt pfi¢inou
nepoznani jiné matky v hnizdé (Clarac, 1998).

Vyvoj vestibuldrniho systému vcetné vestibulospinalnich drah je nezbytny pro
pohybovou maturaci a efektivni lokomoci. Vestibularni systém napoméha zviratim
udrzet rovnovahu béhem pohybu. Coz v tomto piipad¢ znamend, Ze jsou schopna udrzet
vzpiimenou polohu pomoci posturalnich svalll trupu a koncetin béhem lokomoce (Muir,
2000). Vyvoj vestibularniho aparatu je datovan od 8., 9. dne embryonalniho vyvoje
potkana. Pfi narozeni je vestibuldrni aparat také nevyvinuty, pfesto patii spolu s ¢ichem
mezi senzorické smysly, jez napomahaji slepému a hluchému mladéti dostat se ke zdroji
obzivy, k matce (Clarac et al., 1998). Vestibulospindlni neurony dosahuji horni
lumbalni ¢asti michy pfed narozenim a jejich projekce pokracuje b&hem dalSich 2
postnatalnich tydnti. Ve 3. postnatdlnim tydnu se vytvaii finalni anatomie receptoro-
aferentniho-eferentniho komplexu (Brocard et al., 1999, Clarac 1998).

Vsechny dulezité kozni typy receptorl s projekei jejich primarnich aferentnich
jednotek do zadnich misSnich rohl jsou vyvinuty béhem narozeni. Synaptické spoje mezi
koznimi aferentnimi drahami a buiikami v CNS jsou nezralé v prvnich dnech Zivota
potkana (Brocard et al., 1999).

Vyvoj propriocepce a tedy senzomotorické reakce v podobé nékterych reflexti
lze vidét jiz v emryondlnim stddiu potkana. V embryondlnim vyvoji se v 16,5. dni
objevuje monosynapticky reflex, avSak s dlouhou latenci v motorické odpovédi. V 18,5.
dni embryonélniho vyvoje je motoricka odpovéd’ rychlejsi vlivem vyssi rychlosti vedeni

vzruchu axony a lep$im monosynaptickym prenosem (Clarac et al., 1998).
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Pravy monosynapticky reflex je mozno vyvolat az kratce pfed narozenim. 18. den
fetdlniho obdobi lze proto sledovat odpovéd plantdrni oblastina centralni stimul.
Svalova vietynka jsou zaznamenand od 19,5. dne gestace, zralost intrafuzalnich vldken
se vSak datuje az na 12. den po narozeni (P12). Proprioceptivni systém se tedy prvné
vyviji centralné¢ béhem embryondlni faze a az pozdé&ji periferné — v Grovni svalovych
vietynek. Vldkna zadnich kofenli za¢inaji dosahovat zadniho rohu misniho v oblasti
lumbélni michy v 15,5. embryonalnim dni, intermedialni oblasti o jeden den pozd¢ji a
motorickych jader o dva dny pozdéji. Aferentni vstupy jsou dualezité pro posileni a
zjemnéni vystupti misniho lokomo¢niho generatoru (Clarac et al., 2004).

Funk¢nost sluchu se vyskytuje v P12, ve kterém dochazi k otvirani zevnich
zvukovodu (Clarac et al., 1998).

Jako dalSi senzoricky smysl vyuzivany k orientaci ptichdzi zrak, jenz se do
funkce plné zapoji az pfi otevieni ocnich $térbin mezi 12-15. dnem Zivota (P12-15)
potkana (Altman, Sudarshan, 1975; Clarac et al., 1998; Lelard et al. 2006). Integrace
vestibularnich informaci s vizualnimi a proprioceptivnimi informacemi buduji

trojdimenzionalni zpodobnéni pohybu hlavy a téla v prostoru (Clarac, 1998).

1.2.2 Motoricky vyvoj potkana

Motoricky vyvoj je zavisly na dozravani mnoha systémi (muskulo-skeletalni
systém, senzomotoricky systém, vys$§i mozkovéa centra, drahy sestupujici do spindlni
michy a vzestupné drahy pfinaSejici informace), (Clarac et al, 2004). Rozvoj
motorickych schopnosti vSak neprobihd paralelné¢ s neuroanatomickymi zménami.
Béhem narozeni nejsou zralé vSechny struktury, jez jsou zékladem pro lokomoci a
vyvijeji se dale i po té, co zvifata dosdhnou dospélého vzoru chiize. Naopak zékladni
Casti lokomoce jsou pfitomny kratce po narozeni, presto nejsou reflektovany ve
spontanni motorice mldd’at (Jamon, 2006). Vyzravani lokomoce potkana ma nelinearni
obraz, ktery mtze byt rozdelen do 3 stadii pfed dovrSenim dospélosti (Clarac et al.,
2004).

Fetalni stadium se objevuje kolem 15. dne gestace, kdy se motoneurony stavaji
drazdivymi a zacinaji fungovat spinalni okruhy. Nezral¢ stddium zacind narozenim
mladéte, kdy spinalni okruhy umi produkovat sttidavou rytmickou aktivitu, ptestoze je
pfitomnd nedostacujici posturalni kontrola. Maturace postury vyrazné probiha v prvnim
1,5 tydnu Zivota potkana (P0-10) a vtéto vyvojové fazi lze sledovat nekomplexni

posturalni chovani. Prechodovd fdze je datovana od P10-15, béhem niz dochazi
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k otevieni o¢i a zvife vyméni nezralé motorické chovani za dospélé. Dalsi vyvoj vSak

neni jesté ukoncen (Clarac et al., 2004).
1.2.2.1 Vyvoj descendentnich struktur

Jak uz bylo vySe zminéno, mlédd’ata potkana stejné jako Clovek se rodi motoricky
nezrald (Vinay et al., 2005). Prvni descendentni drahy mezi mozkovym kmenem a
michou jsou evidentni tyden pfed narozenim. Pfichod GABAergnich (drahy kyseliny vy-
aminomaselné), serotoninergnich a noraderenergnich retikulospinalnich drah do
lumbalni oblasti je datovan mezi 15-18. embryonalnim dnem. V podobny Cas dortista i
vestibulospindlni draha, kdeZto rubrospinalni drédha se vyviji az kolem narozeni. BEhem
1. postnatalniho tydne dozravaji drdhy ve ventralnim funikulu, které jsou zahrnuty do
posturalni kontroly a lokomoce. Kortikospinalni draha dosahuje kréni michy 3. den,
lumbalni michy az 6. den po narozeni. Postupny ptichod descendentnich struktur do
lumbélni intumescence naznacuje, Ze supraspindlni kontrola v obdobi narozeni se
uplatiiuje primarné na proximalni svaly, misto toho kontrola distalnich casti svall se
zvySuje behem prvnich dnli po narozeni. Posturdlni mechanismy zraji v proximo-

distalnim gradientu (Clarac et al., 2004) a antero-posteriornim gradientu (Jamon, 2006).
1.2.2.2 Vyvoj drazdivosti motoneuroni

Lumbalni motoneurony se stavaji drazdivymi od 15. embryonalniho dne, kdy lze
pozorovat aktivaci sodikovych kandld s prahovou trovni -31 mV, jez se postupné
zlepSuje na -47 mV v 1-3. postnatalnim dni. Progresivni vyvoj draselného toku, jenz
zkrati vapenaty tok, zacina pfed narozenim a pokracuje prvni tyden po narozeni. Béhem
této doby se zkracuje akéni potencial a motoneuronova repolarizace se stava vyraznéjsi
(Clarac et al., 2004).

Maturace neuromuskuldrnich spojt je také dulezity faktor ve vyjadreni jemnych
lokomo¢nich pohybl. Svalovd vldkna jsou bchem 2. postnatalniho tydne stale
inervovand z vice motoneurond (Clarac et al., 2004), coz mize byt zdrojem trupové
nestability béhem chlize (Jamon, 2006). Béhem dalSiho tydne nastavd progresivni
zména v podob€ unimodalni inervace a v podobé separace svalovych vldken do
relativné odlisSnych typl (slow-oxidative, fast-glycolytic, fast-oxidative-glycolytic).
Konverze v inervaci a diferenciace svalovych vlaken se vyskytuji diive ve flexorovych

pozdéji v extenzorovych svalovych skupinach. Postnatalni zrani je jeden z limitujicich

14



faktorti, jenz zabraiiuje expresi plného rozsahu lokomoc¢nich projevll (Clarac et al.,

2004).
1.2.2.3 Vyvoj postury

Po narozeni se mlad’ata nachazeji v pronaéni pozici (Vinay et al., 2005, Lelard
20006), a jsou-li izolovana od matky, nachazi se v pozici s hlavou na podloZce, kde maji
extendované vSechny 4 koncetiny od hlavni osy téla. Potkan vSak v této fazi vyvoje je
schopny vyuzit laterdlni pohyby téla a pfi jeho umisténi na zada se dokdze narovnat
(Clarac et al., 1998). Neni vSak schopny se napiimit a pohybovat se (Altman et
Sudarshan, 1975).

Posturalni kontrola je zna¢né nezralda u novorozenych potkanii a pozvolné

vyzrava béhem prvnich tydnl zivota (Lelard et al., 2006) Nejvyraznéjsi vyvoj mlizeme
zaznamenat v 1. tydnu zivota (Vinay et al., 2005). Vzptimovaci mechanismy maturuji
v rostrokaudalnim a proximodistalnim sméru (Altman a Sudarshan, 1975; Brocard et al.,
1999; Clarac et al., 1998; Lelard et al., 2006; Vinay et al., 2005).
(Altman, Sudarshan, 1975). Od 2. dne zivota je potkan obcas schopny na kratkou dobu
nadzvednout hlavu (Vinay et al., 2005). Dlouhodobéji hlavu nad zemi udrzi teprve od 8.
dne po narozeni (Lelard et al., 2006). Vice nez polovinu ¢asu s hlavou nad podlozkou
potkani trdvi az od 12. dne zivota (Altman, Sudarshan, 1975). Ke zmén¢ zptisobu drzeni
a pohybu hlavy dochdzi v zavislosti na rozvoji orientace pomoci zraku. Jesté slepy
potkan neni schopny izolovat pohyb hlavy viici pateti (Lelard et al., 2006).

K napfimeni a zdvizeni hlavy je vSak zapotiebi vyvoj stabilni opory o pfedni
koncetiny (PKK). Koncem prvniho postnatalniho tydne (P5) potkan udrzi ramena nad
zemi diky zapojeni funkce piednich koncetin. Opora o intermedidlni klouby a vice
distalni ¢ast PKK se objevuje 7. den (P7) a opora o tlapky a prsty o den pozdé&ji (Altman
et Sudarshan, 1975). 8. den potkan udrzi vzpfimené ramena nad podlozkou vétSinu asu
a koncetiny posune blize k ose téla (Lelard et al., 2006). Od 9. dne Zivota (P9) potkan
zveda predni ¢ast trupu za podpory celych PKK a hlava miize byt vytazena vysoko
do tzv. véttici polohy (sniffing). 12. den po narozeni mohou mlad’ata nadleh¢it jednu
pfedni koncetinu od podlozky bez ztraty rovnovahy. V ramci vyvoje opory o PKK
nejdiiv objevuje koordinace trupu, pak ptichazi fazickd odpoveéd’ PKK, a v posledni

fade se vyskytuje funkéni zapojeni prsti PKK (Altman, Sudarshan, 1975).
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a souvisi s pfichodem supraspindlnich sestupnych drah do lumbélni c¢asti michy
(Brodcard et al., 2004, Vinay et al., 2006). Vzpfimovani pomoci zadnich koncetina
(ZKK) vS8ak zacind az ve druhém postnatalnim tydnu, ve kterém akceleruje vyzravani
funkce ZKK, které jsou schopné nést vahu zadni ¢asti trupu (Clarac et al. 1998). Oporu
o akrélni ¢ast ZKK lze sledovat od 10. dne Zivota. 12. den je zvife schopné kontrolovat
selektivni pohyb prsti ZKK (Altman, Sudarshan, 1975). 13. den (P13) jsou do podpéry
trupu plné zapojeny ZKK, panev je elevovana nad podlozku (Lelard et al., 2006).

Altman a Sudarshan (1975) se ve své studii zabyvali vyvojem dynamické
postury v prvnich tydnech Zivota potkana. Pfi jejim zkoumani byli potkani pasivné
umisténi do urcité polohy, kterd je donutila posturdlné reagovat. K testovani posturdlni
dynamiky vyuzili: surface lifting test, mid-air righting test, test pozitivni geotaxe, cliff
avoidance test, Bar holding test. O této casti vyvoje se dale vice zminime v kapitole
1.4.1.

Gramsbergen (1998) ve své praci s vyuzitim EMG registrace Caste¢né popird
hypotézu, Ze v souvislosti s vyskytem plynulého vzoru chlize (P15-16) se objevuje i
kvalitni posturdlni kontrola. Autor popisuje, ze do 11. dne zivota (P11) potkana lze
sledovat nedostate¢né¢ vyvinutou koordinovanou posturdlni kontrolu trupu béhem
lokomoce. Od P15 se pravideln€ji objevuje aktivita trupovych svali. Nicméné,
dokonceny vyvoj posturdlni kontroly se objevuje az v P21, coZ pozorujeme 5-6 dni po
vyskytu dospélého typu chiize (Gramsbergen, 1998). Lelard et al. (2006) ve své studii
zaloZené na vyzkumu posturalni kontroly pomoci rentgenového snimani v jednotlivych
fazich posturalniho vyvoje uvadéji, Ze klidova poloha zvitete se vyvojové méni. Naopak
konfigurace skeletu se béhem vyvoje neméni a potkan se rodi s dospélou skeletalni
posturou voblasti hlavy 1 patefe. Prekvapivé ani deprivace vestibuldrnich,
proprioceptivnich a vizudlnich informaci neméni skeletalni konfiguraci béhem vyvoje,
pusobi vSak na zpozdény vyskyt komplexnich motorickych dovednosti. Autofi se
domnivaji, Zze zrald skeletdlni konfigurace v dobé narozeni potkana je nezbytna pro
prvotni motoricky repertoar (napiimeni, ziskdni matciny bradavky), (Lelard et al.,

20006).
1.2.2.4 Vyvojlokomoce

Riizné casti mozku zahajuji a kontroluji typ pohybu (rychlost, chize atd.)

pomoci descendentnich drah, které nejsou pifi lokomoci rovnocenné vyuzivany.
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Retikulospinalni draha nastavuje posturdlni svaly a produkuje zékladni motorickou
aktivitu. Vestibulospinalni drdha udrZzuje rovnovadhu. Rubrospindlni draha je
zodpovédna za presné a automatické pohyby. A kortikospinalni drahy jsou dulezité pro
jemnou a pfesnou Upravu volniho pohybu (Jamon, 2006).

Prvni motorické projevy lze u potkana sledovat jiz intrauterin€. Plod potkana
dokédze ud¢lat laterdlni pohyby trupu a intermitentné je schopny vykonat izolované
pohyby koncetinou. Prvni koordinac¢ni schopnost lze zaznamenat 20. den gestace
(Gramsbergen, 1998). Motorické projevy po narozeni lze zaznamenat v podobé
rytmickych stfidavych pohybii (Clarac et al. 1998), které lze vygenerovat v ramci
spindlnich okruhli (Muir, 2000). Tyto centralni okruhy nizsiho stupnég, Casto nazyvané
jako generatory programového vzorce (central pattern generators — CPGs), produkuji
zmény mezi funkéné antagonistickymi svaly (Clarac et al., 2004). CPG lokalizované
v C7-T1 kontroluji PKK a CPG lokalizované¢ v L1-L5 podminuji ZKK. CPGs jsou
tvofeny ze 2 laterdlnich hemineuralnich siti, které rytmicky stimuluji motoneurony
prostiednictvim glutaminergnich synapsi a inhibuji motoneurony ipsilateralnich
antagonistickych a kontralateralnich agonistickych svall pies glycinergni komisuralni
interneurony (Jamon, 2006). CPG je spousStén vnitinimi stimuly vys$Sich nervovych
struktur a/nebo vn¢jSimi senzorickymi vstupy. Tyto okruhy jsou tedy neustdle
koordinovany podle centralnich a perifernich zpétnovazebnych okruht, které jsou
nezbytné pro adaptaci organismu na vnéj$i prostfedi. Tuto lokomocni aktivitu
pfitomnou ihned po narozeni miZeme sledovat u narozeného potkana pfi plavani anebo
v krokovém automatismu, kdyZ je potkan zavéSeny ve vzduchu (air stepping). Tento
lokomo¢ni vzor je pfitomny, piestoze posturdlni kontrola neni zrald. Plavani i air
stepping jsou varianty pohybu, kterym nebrani posturalni piekazky. To dokazuje, Ze
v této dob€ jsou misni okruhy schopné generovat stfidavé pohyby a je pfitomna
supraspindlni kontrola (Muir et al.,, 2000). Protoze vSak nejsou pfitomny posturdlni
mechanismy, lokomoce se nemiize dosud efektivné uskutecnit (Clarac et al., 1998).
Lokomoc¢ni pohyb blizky primitivnim rytmickym pohybim lze vyvolat, kdyz je zvife
vystavené silné &ichové stimulaci (viini matky), (Clarac et al., 2004). Cichova stimulace
je schopna u mlad’at vyvolat air stepping i dokonce chtizi po zemi. Ve véku P3-P9 lIze
podminit lokomoc¢ni aktivitu s doSlapnutim celych chodidel (Clarac et al., 2004).
Mlad’ata vykazuji silné tendence se pohybovat k vini hnizda jiz 3. den po narozeni.

Tato motorickéd reakce podobna chiizi je charakterizovanid zvednutim bficha a silnym

17



koordinovanym odstrkovanim koncetin, coz dokazuje, ze mladd’ata jsou schopna pohybu
daleko pfedtim, nez to ukazuji ve spontanni motorice (Jamon, 2006).

Po narozeni je hlavni aktivita potkana zaméfena na spani, pfijem potravy a
hledani matciny bradavky, kde se nachazi jediny zdroj obzivy (Clarac et al. 1998).
MIladé se orientuje pomoci ¢ichu, hmatu a tepelnych receptorti (Calamandrei, 2004).

V tomto obdobi Ize sledovat jemné lateralni pohyby hlavy (Clarac et al., 1998).
Do P15 je potkan schopny hybat hlavou pouze ve chvilich, kdy nechodi (Gramsbergen,
1998). Po otevieni o¢i 1ze pozorovat selektivni hybnost v atlantookcipitalnim skloubeni
(Lelard et al., 2006).

Prvni spontanni pohyby PKK se ¢astéji objevuji az 4-5. den po narozeni (P4-5).
V téchto ranych pohybech, které se oznacuji jako pivotovani, se jest¢ nevyskytuje
diferencovany pohyb segmenti PKK a ty vtomto piipadé¢ funguji jako padla. ZKK
s panvi se koordinované pohybu neucastni, jsou pasivné tazeny a funguji jako kotva,
ktera zabraiiuje sklouznuti nazad. Propulze PKK v tomto pohybu je minimalni a smér
pohybu je otacivy. Pivotovani se vyviji od primitivniho ,,0dpichovani“ po vice
diferencované ,8lapani“ se zdvizenou hlavou. Pivotovani lze nejvice sledovat na konci
prvniho tydne (Altman et Sudarshan, 1975).

Po pivotovani nasleduje schopnost plazeni, které se objevuje v P8 (Altman et
Sudarshan, 1975). Clarac et al. (2004) vSak ve své praci popisuji nekoordinované
plazeni jiz od narozeni a Muir (2000) udava tuto schopnost od P4. V P8 je jiz hlava
zdvizena nad zemi na n¢kolik vtefin. Prsty PKK jsou od sebe oddéleny a flektovany,
kdyz jsou v opote. ZKK zlstavaji nékdy neaktivni, coZ je pfi¢ina pohybové zmény na
pivotovani, chvilemi vSak provadéji pohyby podobné veslovani a mladé se tak mulze
plazit. Casto v§ak ZKK nestihaji udrzet krok s PKK a jsou pasivné taZeny za t&lem.
K diferenciaci prstti ZKK dochdzi v P10-11. Prsty poskytuji lepsi oporu i odraz (Altman
et Sudarshan, 1975).

V P12 miiZzeme u mlad’at vidét vzptimenou polohu na vSech ¢tyfech koncetinach
a vyskytuje se chiize (Altman a Sudarshan, 1975; Clarac et al., 2004; Lelard et al. 2006).
Pohyby koncetin jsou vSak jest€¢ pomalé s nedostate¢nou kontrolou trupu (Clarac et al.,
1998), ZKK casto uklouznou. Az po otevieni o¢i (P14-15) lze pozorovat zraly typ
chiize. V P16 chiizi nahrazuje b¢h (Altman et Sudarshan, 1975).

Od P14 lze také pozorovat zacatek vertikalnich pohybt. Tzv. rearing, kdy zvife
sedi na ZKK a vyuzivda PKK k manipulaci (Altman et Sudershan, 1975, Clarac et al.,

2004). Tyto nové motorické dovednosti jsou vice komplexni, ladnéjsi a ekonomictée;si.
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Zkracuje se Cas krokového cyklu z vice nez 1400 ms mezi P11-14 na 600 ms v P15-16.
Poté dochdzi ke komplexnimu motorickému vzoru, ktery zahrnuje chiizi v Rotarod
testu, bar walking testu, ¢i ladder walking testu (viz kapitola 1.4.2), (Clarac et al., 2004).

U primitivniho plavéni jsou aktivni pouze PKK a rytmicky cyklicky pohyb trva
1 ms. Za 24 hodin jsou pfi plavani aktivni v§echny 4 koncetiny se stfidavym zapojenim
ispsilateralnich a kontralateralnich koncetin v synchronizovaném zkiizeném vzoru.
Dospély vzor plavani, jenz je omezen na propulzni aktivitu ZKK, zatimco PKK funguji
jako kormidla, se objevuje mezi P12-15. Ve 3. tydnu je ¢as rytmického pohybu ZKK
redukovan na 300 ms (Clarac et al., 2004).

S vyvojem lokomoce souvisi rozvoj spontanni aktivity v testu open field. Prvni
postnatalni tyden zvifata nebyla schopna urazit prakticky Zadnou vzdalenost. 2. tyden se
jejich hybnost pfi moznosti plazeni lehce zvysila. Nejvyraznéjsi aktivita vSak pfisla az
s chlizi, s béhem a pfi zrakové kontrole, €ili pocatkem 3. tydne, kdy Ize u zvirat sledovat
vetsi pottebu prozkoumévat okoli. Zajimavé je i to, ze zvySené motorické chovani se
ukazalo jen u potkantl, ktefi se mohli pohybovat po jistém povrchu. Naopak na kluzké
podminek. Aktivita narlstala aZz do 21. dne zivota. Tato skutecnost je dikazem stéle
dozravajicich lokomoc¢nich dovednosti (Altman et Sudarshan, 1975). Bez plné
funkéniho motorického vystupu, motorické kontroly a posturdlni kontroly nemiize
vzniknout dospély vzor lokomoce (Jamon, 2006).

Neni pochyb o tom, Ze reorganizace a upfeshovani pocatecné zaloZenych
nervovych spojli (neucinné zvladajicich posturalni pozadavky) jsou limitujicimi faktory,
které zplisobuji zpozdény motoricky vystup u neonatalnich potkani (Jamon, 2006).
Pozoruhodné je vsak to, Ze se tim nevysvétluje, pro¢ urc¢ité motorické schopnosti lze pti
zménénych podminkach vyvolat diive (¢ichovy stimul, test negativni geotaxe viz kap.
1.4.1), nez se objevuji v ptirozeném prostiedi. Z toho lze jen usuzovat, ze urcité
neuralni okruhy jsou zralé daleko pfedtim, nez vidime v samovolné hybnosti mladych

potkant (Altman et Sudershan, 1975).

1.3 Motoricky vyvoj potkana versus motoricky vyvoj €lovéka

Jeden den stary potkan dosahuje stupné centralni zralosti, ktera odpovida 18-20
tydniim gestacniho véku u ¢lovéka. V tomto stupni zralosti clovék nepieziva (Stadlin et
al., 2003). Tti dny stary potkan reprezentuje obdobi, ve kterém se vytvaii bila hmota

s axonalnim sproutingem. U ¢lovéka se tato zralost nervové soustavy objevuje ve 24-28
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tydnech gestace. 7. postnatalni den potkana v CNS c¢lovéka pozorujeme ve 30. — 34.
tydnu. Tento model je nejvice pouZivany pro studium neonatalni hypoxie (Tai et al.,
2009). Do stupné zralosti CNS, jenZ je srovnatelny s lidskym jedincem narozenym
v terminu (36. — 40. gestacni tyden), se potkani dostavaji okolo desat¢ho dne po
narozeni (Yager et Thornhill, 1997).

PrestoZe se motoricky vyvoj potkana riizni od toho lidského a to zejména vlivem
rozlicné délky prenatdlni a postnatdlni faze vyvoje, lze mezi nimi najit urcité
podobnosti. Dité se rodi po 9 mésicich prenatalniho vyvoje, u potkana embryondlni
vyvoj trva 3 tydny. Clovék dosahuje dospélosti okolo 20. roku, zatimco u potkana se
nejvice vyvojovych zmén odehraje v dal§ich 3 tydnech postnatalniho zivota. Jistou
analogii v postnatdlnim motorickém vyvoji téchto dvou druhli 1ze monitorovat tim, ze
vezmeme na védomi, Ze jeden den motorického vyvoje u potkana do urcitého stupné
koresponduje s 1 mésicem motorického zrani u Clovéka. Tuto stupnici vSak nelze
aplikovat v prenatdlnim vyvoji, kde je potieba vyuZzit jiného métitka. Vrchol
neurogeneze, jez je u potkana datovana ve 12-13. embryondlnim dni, 1ze u lidského fétu
vidét 43. den gestace (Vinay et al., 2005).

Jinak vyvojovou podobnost lze sledovat za prvé v tom, ze ¢loveék i1 potkan se
z motorického hlediska rodi vyrazné nezrali. Dale motoricky vyvoj lze u obou druht
popsat v rostrokaudalnim sméru. Potkan je 2. den po narozeni schopny zvednout hlavu a
kratce ji udrzet nad zemi (Vinay et al., 2005). Tuto schopnost Ize u kojence zaznamenat
ve 2. mésici zivota (Kolat et al, 2009). Vinay et al. (2005) ve své praci popisuji
dilezitost 1. postnatalniho tydne v motorickém vyvoji potkana, nebot’ v tomto obdobi
dochazi k zésadnimu sestupu descendentnich drah do lumbélni michy. Autofi tuto fazi
vyvoje ptipodobiiuji ¢tvrtému mésici ontogenetického postnatalniho vyvoje u ¢lovéka.
Toceni se kolem vlastni osy pomoci hornich koncetin, tzv. pivotovani Ize u cloveka
datovat zaCatkem 7. mésice (Cibochova, 2004). U potkana tato motorickd dovednost
vrcholi koncem prvniho postnatalniho tydne. Kvadrupedalni chiize do motoriky potkana
vstupuje 12. den zivota (Altman a Sudershan, 1975). U ditéte lze bipedalni chiizi
monitorovat ve 12-14. mésici (Kolar et al., 2009, s. 104 — 105). U obou druhl neni
chiize v této fazi vyvoje podobné chiizi dospélého jedince. A stejné jako u potkana i

u ¢loveka dochazi k dal$imu vytfibovani posturalni kontroly (Gramsbergen, 1998).
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Obrazek 1. Vztah vyvoje potkana s vyvojem ¢lovéka (rat — potkan, human — ¢lovék), (Vinay et al., 2005)

1.4 Motorické testy pro potkany

Motoricky vyvoj, kvantita a kvalita motorické aktivity potkant se mé&ii a sleduje
pomoci mnoha motorickych testl, které jsou sestaveny tak, aby zdlraznily a umoZznily
sledovat urcity typ pohybovych dovednosti zvitat. Nékteré testy se zamétuji na odhaleni
ur¢itych funkénich deficitd na zéklad€ poSkozeni NS. Pro celkovou piedstavu vSech
znakl a vlastnosti charakterizujicich zvife se doporucuje provést vice testll zacilenych
na rozli¢né schopnosti zvifete (Brooks et Dunnet, 2009).

Motorické testy, jeZ niZe popisuji, jsou vétSinou vyuzivany k detekci
ischemického poskozeni mozku. Pii jejich aplikaci lze zaznamenat motorické poruchy
vzniklé na zéklad¢ perinatalni hypoxie. Jejich pomoci lze zaznamenat, jak se tyto
poruchy méni béhem vyvoje. Mezi tyto testy se fadi hodnoceni motorickych reflext,
testy na motorickou koordinaci, testy na motorickou aktivitu. VétSina testi ma
stanoveny Casovy limit, ktery zajisti dostatecné kratkou dobu testovani, aby zvife

neztratilo motivaci nebo se pfili§ neunavilo.

1.4.1 Neurologické reflexy

Testovani neurologickych reflexi se vyuzivad v raném obdobi Zivota potkana.

Jejich pomoci se ziskavaji informace o motorickém vystupu, jez zrcadli vyvoj NS
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(Woodworht et al., 2011). Nejvice reflexti lze zaznamenat az po 7. dni od narozeni
potkana. NaruSeni reflexologickych vystupli se odrazi na dlouhodobych funkénich
odchylkach (Lubics et al., 2005).

Surface lifting test (napfimeni z podlozky): V tomto testu se potkan umisti do
supinacni polohy (poloha na zédech) a sleduje se za jakou dobu a jakym zptsobem se
potkan pteto¢i do polohy na bfiSe (Lubics et al., 2005). Vzptimovaci mechanismy se
objevuji hned po narozeni. V prvnich dnech zivota k tomu potkani vyuZzivaji natazenych
koncetin smérem nahoru, které pracuji jako paka, dale k tomu vyuzivaji kolébacich
manévri predniho a zadniho trupu do stran, ventralni flexe trupu a nepatrnych rotacnich
pohybti hlavy (Altman et Sudarshan, 1975). Potkan je schopny se postavit pomoci
téchto lateralnich pohybt prvni den Zivota (Clarac et al., 1998). S ptibyvajicim vékem
dochazi ke zméné rychlosti i provedeni této posturdlni reakce. Postupné se zvétSuje
rotace hlavy (P3-5) a pfedni ¢ast trupu slouzi jako pomoc pro pietoceni. Podpora
pfednich koncetin se objevuje v P7-8. V tuto dobu se koordinované pretdci hlava,
ramena 1 PKK, zatimco ZKK zlstavaji pasivné natazené nahoru. PKK se do pfetoc¢eni
koordinované zapoji az v P11-12. Nicméné az v P13-14 je do funkce pln¢ zapojena i
akralni oblast ZKK (dorzalni flexe v hlezennich kloubech, abdukce prstci). Jakmile je
potkan schopny se zdarné koordinované pietoCit ve vSech Céastech téla, 1ze u n¢j
v motorické hybnosti sledovat zraly stoj a chlizi. U starSich potkanli je vzpfimovaci
reakce tak rychld, ze je pfi testu neni mozné umistit do vychozi supinaéni polohy
(Altman et Sudarshan, 1975).

Head lifting (zvednuti hlavy): Potkani se polozi do otevieného prostoru a
sleduje se, kolikrat zvednou hlavu nad podlozku (Woodworht et al., 2011). Zdrava
zvitata dlouhodobéji udrzi hlavu nad zemi od 2. tydne zivota (Lelard et al., 2006).

Mid-air righting test (zaujmuti polohy pii padu): Mid-air righting sleduje
napfimeni zvifete pfi padu. Altman a Sudarshan (1975) nechali sva zvifata upustit
z 60cm vysky na vypodlozeny povrch. Posturdlni reakce piipadu se podobné jako
v surface lifting testu objevovala v rostrokaudalnim sméru. Nejdiive dochézi k pretoc¢eni
hlavy a na zavér k pietodeni i ZKK s dorzalni flexi v hleznech. Usp&né se viechna
zvitata pfed dopadem pln€ napiimila az 17. den Zivota (Altman et Sudarshan, 1975).

Test negativni geotaxe: Potkan se umisti hlavou doli do stfedu naklonéné
roviny (do 45°) a sleduje se, kolikaty postnatalni den a za jak dlouho je zvite schopné se
ptetocit o 180 °, aby poloha hlavy byla vySe nez ZKK. Pozitivni reakce se objevuje

u vSech testovanych zvitfat v P5. Pozoruhodné je, Ze tento jev lze sledovat takto brzy,
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pfestoze bézny projev napiimeni ve spontdnni kvadrupedalni hybnosti lze pozorovat az
od v P12. Priibéh otaceni i rychlost jsou charakterizované opét vékem potkani, v P8 je
pfetaceni provedeno vzapéti po umisténi mladéte na naklonénou ploSinu (Altman et
Sudarshan, 1975).

Cliff avoidance test: Zvife se umisti PKK na okraj ploSiny tak, aby jim nos
pfesahoval pies hranu. Je sledovana doba, za kterou se potkani vzdali od okraje. Tento
obranny reflex se téméf nevyskytuje v prvnich dnech po narozeni. Unik vétiny zvifat
od okraje lze ocekavat v P7 (Altman et Sudarshan, 1975). Motoricky se projevi bud’
odsunem PKK od hrany, nebo couvavym pohybem, nebo obratem a utékem z mista
nebezpeci (Woodworht et al., 2011).

Test posturalni reakce ZKK: V tomto testu byla vyuzita naklonénd rovina, na
kterou byli potkani umisténi opacné nez v testu negativni geotaxe (ZKK smérem dold).
U novorozenych potkanil byla extencni reakce naznacena pouze vSak v oblasti kycli.
U 6-dennich potkani se objevila plna extenze v kycelnim, kolennim i hlezennim kloubu
bilaterdln¢ na obou ZKK, coz dokumentuje proximo-distalni vyvoj postury (Brodcard et
al. 1999).

Limb placing reflex (umisténi koncCetiny): Pfi zavéSeni potkana se pozoruje
umisténi koncetin na povrch podlozky. Pfedni a zadni koncetina na ipsilateralni strané
se dotykaji hrany stolu, zatimco je télo zvitete zavéSené (Lubics et al., 2005). Sleduje se
den, kdy zvife poprvé opfe své koncetiny o stil pomoci extenze v kycelnim, kolennim
kloubu a plantarni flexi v hlezennim kloubu (Marcuzzo et al., 2010). Ve fyziologickém
vyvoji potkana Ize tuto motorickou reakci u PK zaznamenat v P9-10, u ZK az o 3 dny
pozd¢ji. Tato pohybova odpovéd’ se odviji od maturace vestibuldrniho a taktilniho
systému (neboli od zrani mozkového kmene a korovych oblasti mozku). Pozdé&jsi
zacatek posturalni reakce na ZKK, ktera je t¢hoz piivodu jako skokova reakce, mize byt
zapfic¢inénd pozdé&jsim zapojenim proprioceptivnich mechanismii do funkce a pozdéj$im

dozravanim mozecku (Altman et Sudarshan, 1975).

1.4.2 Testy na motorickou koordinaci

Bar holding test (zavéSeni na hrazdg): Test, ktery se zamétuje na svalovou silu.
Zvite se zavési za predni koncetiny na hrazdu nebo nataZzeny pevny dréat (horizontal
wire test). Pii sledovani funkce jedné PK, se druhd PK muiZe pomoci pasky pfilepit
k télu zvifete (Lubics et al., 2005). Sledujeme také tendence zvifete dopomoci si

zadnimi koncetinami. Synergickou podporu lze spatiit v P11. V této dobé dokaze
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nékolik potkani ze skupiny uchopit hrazdu pomoci jedné ¢i obou ZKK. VSechna zvitata
jsou schopna tuto dovednost ukazat az 21. den po narozeni (Altman et Sudarshan,
1975). Dilezitou roli v tomto testu hraje hmotnost (Brooks et Dunnett, 2009).

Rotarod test (test na rotujici tyc¢i): Tento test hodnoti koordinacné komplexné;si
lokomo¢ni funkce (Altman et Sudarshan, 1975). Zvife se umisti na oto¢ny valec
s vrasnénym povrchem, jenz muiZe rotovat rizné nastavitelnou rychlosti. Rychlost
otacek se pohybuje mezi 1 az 40 otdCkami za minutu (rpm — rotation per minute). Test
je zamétfeny na udrZeni rovnovahy zvitat, kterd se pomoci rovnovaznych mechanismit
snazi zabranit padu. Test vSak nerozliSuje, zdali byl pad zplsobeny motorickou
inkoordinaci ¢i svalovou unavou. Dalsi uskali testu mlze vzniknout pfi odmitnuti
zvitete se testu podrobit. Potkan skoc¢i dold, jakmile je na Rotarod umistén. Ptiinou
tohoto chovani je vétSinou dlouhotrvajici testovani, pii némz si potkan navykne, ze pad
neni rizikovy. Déle vysledky mtze zkreslovat hmotnost hlodavce. T¢Zsi potkan se mize
na Rotarodu udrZet kratS$i dobu nez leh¢i. Pravé vSak neurologicky postizend zvitata
maji niz§i praimérnou hmotnost v porovnani se zdravymi zvifaty a v Rotarod testu se

Ladder walking test (chlize po zebtiku): Potkan je umistén na zebtik, ktery
musi piejit z jednoho konce na druhy. Zebiik je horizontalné uloZeny nad zemi a
rozestupy mezi priCkami mohou byt pravidelné, anebo riizné, coz zajist'uje koordina¢né
umistény na pri¢ky Zebiiku. Rizné mezery mezi ptickami zcitlivuji tento test. V testu se
méii doba, za kterou zvifata piejdou Zebiik, a pfi tom se zaznamenava pocet chybnych
krokt, kdy dochdzi ke sklouznuti a propadu koncetiny v mezefe mezi ptickami (Brooks
et Dunnett, 2009). Casteénou modifikaci testu je tzv. grid walking test (test chiize po
miizce), (Lubics et al., 2005).

Balance beam walking test (balan¢ni test s vyuZzitim Uzkych trami): Tento
koordina¢n€ ndrocny test umoziuje sledovat pfesun zvifete po uzkém tramu, jenz je
umistén nad zemi. V testu se hodnoti pocet sklouznuti koncetin z trdmu ¢i pad zvifete a
Cas, béhem n¢hoZ se potkan piemisti k bezpecnému mistu. Konstrukce testu mize byt
rozsitena o dal$i pticky, jez se umisti z obou stran pivodniho trdmu a rozsiti tak Sitku
trasy, kterou potkan musi pfekonat. VEtsi Sitka trasy zajisti zvifeti jistéj$i lokomoci a
zvite tak sndze prekona vzdalenost bez strachu z padu. Horizontdln¢ umistény tram se
miZe také naklonit pro podporu pfirozené tendence uniknout do vysSich poloh. Tyto

modifikace zvySuji citlivost testu, kdy test Ize pouzit pii hodnoceni motorického deficitu
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v ¢asném vyvojovém obdobi (Brooks et Dunnett, 2009). VétsSinou jsou zdravi potkani
schopni balanc beam walking test Uspé€$né¢ zvladnout az po otevieni oc¢i. Potkani se
zejména pomoci PKK piemisti pfiblizné kolem 16. dne (P16) po narozeni na SirSich
typech tramil, na uzSich mustcich az kolem 18. dne (P18). Sklouznuti ZKK pii
pfemist'ovani se mohou objevovat u zdravych zvitat jesté 20. postnatalni den (P20), coz
dokazuje, ze balan¢ni dovednosti béhem lokomoce dozravaji pozdé€ji nez dospély vzor
chiize (Altman et Sudarshan, 1975).

Analyza chiize: VySetfeni chiize miize poskytnout podrobnéjsi analyzu
motorické koordinace a synchronizaci koncetin. Vyuziva se tzv. test otiskii chodidel
(foot print test) nebo rozbor chiize pomoci videonahravky. Foot print test obnasi natfeni
PKK a ZKK potkana riznymi barvami a dale je potkan donucen k chlizi po papife
pfimym smérem. Podle otiskti chodidel na papite se klasifikuje délka kroku, $itka baze,
rozevieni tlapky a prstl, prekryti mezi piedni a zadni tlapkou (Brooks et Dunnett,

2009).

1.4.3 Hodnoceni motorické aktivity:

Open field test (test v otevieném prostoru): Test se povazuje za nejjednodussi
test pro hodnoceni motorické aktivity. Potkani se ulozi do kulaté¢ ¢i do hranaté
ohranic¢ené plochy rozdélené na stejné dily (Brooks et Dunnett, 2009). U potkant 1ze
pozorovat motorickou aktivitu achovani s prizkumnymi sklony, jeZ zaznamenava
kamera (Lubics et al., 2005). Typické chovani zdravého zvitete zac¢ind prvné pohybem
ke sténé, odkud potkan za¢ne zkoumat prostor po obvodu ohranic¢ené plochy. Chvili
trva, nez se zvife adaptuje na nové prostiedi, poté se opét vyda nazpét do stiedu plochy,
odkud se opét vraci ke sténé (Brooks et Dunnett., 2009). Z videonahravky lze sledovat,
kolikrat zvite zvedne hlavu, vzdalenost, kterou potkan ujde, ¢as pohybu ¢i Cas straveny
u stény, vétfeni (sniffing), postaveni se na ZKK (rearing), (Lubics et al., 2005).
Zvednuti hlavy srytmickymi postrannimi pohyby vyuzivd zvife k orientaci. Toto
chovani se vyskytuje od P10. Od P15 Ize spatfit ,,sniffing*. Tyto pohybové dovednosti
jsou podminéné maturaci posturalnich reakei. ,,Rearing® s oporou PKK o sténu (Castéjsi
varianta) byva soucasti prizkumného chovani a lze ji Castéji vidét v dospélém véku.
Toto chovani se vyskytuje az s vyzranim funkce zadnich koncetin a spi§ ho lze spatfit

od P18 (Altman et Sudarshan, 1975).
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2 Hypoxie

Terminem hypoxie oznacujeme nedostatek kysliku v zivém organismu c¢i

v nekteré jeho Casti (Necas et al., 2005, s. 203).

21 Kyslik a jeho vyznam pro mozkovou tkan

Kyslik sehrava dulezitou roli v aerobnim metabolismu eukaryotni burniky. Kyslik
je akceptorem elektronu na konci dychaciho fetézce a je tak v mitochondriich vyuzivany
pro vyrobu adenosintrifosfatu (ATP), (Necas et al., 2005, s. 203-8). Adenosintrifosfat je
makroergni molekula, pfi jejimZ $t€peni se uvoliiuje energie, ktera je potfebnd pro fadu
bunéénych pochodi jako je naptf. membranovy transport, lipogeneze, proteosyntéza ¢i
funkce kontraktilnich bunéénych elementti (Povysil et Steiner, 2011, s. 2).

Pro spravnou cinnost bunék je potfeba dostatecné mnozstvi kysliku a
fyziologicky fungujici mitochondrie bun¢k (Necas et al., 2005, s. 204). Dostatek kysliku
je vyznamn¢ dualezity pro aktivitu mozkové tkané. Bez autoregulace a stalého zajisténi
okysliceného krevniho pritoku mozkem neni mozna existence organismu (Ambler,

2006, s. 135).

2.1.1 Autoregulace mozku

Autoregulace je fyziologicka adaptace mozku, kterd se snazi o udrZeni
nepietrzitétho krevniho pritoku mozkem nezavisle na zménach stfedniho arteridlniho
tlaku krve. Kdyz pokles lokalniho perfuzniho tlaku dosdhne dolni hranice
cerebrovaskularni autoregulace, dochdzi ke zvysené extrakci kysliku z protékajici krve a
tim 1 udrZeni jeSté dostatecného mnozstvi kysliku pro metabolické ndroky mozkové
tkané. Pokud je vsak prutok krve omezen o vice nez 50 % dochézi k ischemii mozkové
tkané s funkénim dopadem na synaptickou ¢innost neuronii. A pfi snizeni pritoku pod
30 % je tento stav doprovazen jiZ ireverzibilnimi zménami se strukturdlnim poSkozenim

neuront a vznikd mozkovy infarkt (Ambler, 2006, s. 136-7).

2.2 Patofyziologie hypoxie

Nedostatek kysliku v organismu €1 v nékteré jeho ¢asti oznacujeme za hypoxii.
Za asfyxii se oznacuje stav, pii némz vznika hypoxemie (pokles pO2 v arteralni krvi) a
hyperkapnie (zvySeni pCO2 v arteridlni krvi) s metabolickou acidézou (Necas et al.,

2005, s. 203). Pti snizeni ¢i zamezeni dodavky arteridlni krve do tkan€ mluvime
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o ischémii, jeZ je jednou z hlavnich pfi¢in vzniku tkaiiové hypoxie (Povysil et Steiner,
2011, s. 2).

Perinatalni asfyxie je termin pfiznacny pro poruchu vymény krevnich plynt a
pro vznik metabolické acidézy béhem porodu. Dochédzi k zavaznému ohroZeni
novorozence. Obdvanym nasledkem perinatalni asfyxie je cerebralni poskozeni

narozeného ditéte (Lebl, 2012, s. 26).

2.2.1 Pri€iny hypoxie

Obecné muzeme rozdélit pric¢iny hypoxie do 4 typt (Necas et al., 2005, s. 207).
Jako prvni typ Necas et al. (2005, s. 207) oznacili hypoxickou hypoxii, kterd vétSinou
vznikd na zakladé nedostatecného parcidlniho tlaku kysliku v dychaném vzduchu.
Parcidlni tlak kysliku v arteridlni krvi klesa. Nastdva stav, ktery oznacujeme za
hypoxemii. Pokud hypoxie postihuje vice organovych struktur, oznaCujeme ji za
systémovou hypoxii. Hypoxemie miliZe nastat i pfi poruchach plic ¢i jinych télesnych
Casti, jez podporuji plicni ventilaci, perfuzi. Dale pfi pravolevém ob&hovém zkratu
(Necas et al., 2005, s. 207).

Jako dalsi typ hypoxie se vyskytuje anemicka hypoxie, ktera je charakterizovana
arterialni hypoxemii. Pfi¢inou je nizké koncentrace hemoglobinu (Necas et al., 2005, s.
207).

Naésledujici druh hypoxie (stagnacni) mize vznikat vlivem lokélni ¢i systémové
poruchy krevni cirkulace. V této situaci mize bud’ dojit k omezenému piivodu krve,
anebo k nedostatecnému odvodu krve z mista hypoxie. V ptipad¢ ischémie kyslik musi
difundovat do vétsich vzdalenosti, nebot’ se prodluzuje interkapilarni vzdalenost a jeho
tenze se vzdalenosti od kapilary snizuje (Necas et al., 2005, s. 208).

Ke 4. variant¢ hypoxického stavu dochdzi pfi intoxikaci organismu, kdy
mitochodnrie nemohou vyuzit kyslik pro tvorbu ATP. PrestoZe je dostatek kysliku,
nastava obdobna situace jako pfi jeho nedostatku. Krev ve vendzni cirkulaci je vice
saturovana (nad 75 %). Na sliznicich a kiizi mizeme pozorovat zfervenani. Tato

hypoxie se oznacuje jako histotoxicka (Necas et al., 2005, s. 208).

2.2.2 Etiologie hypoxického stavu v perinatalnim obdobi

Perinatalni hypoxie-ischemie miZze vznikat v disledku asfyxie béhem porodu ¢i
kratce po ném. Dalsi pfic¢inou je krvaceni do mozkovych struktur (MareSova et al.,

2011, s. 133). Krvéaceni do germindlni tkdn¢ v okoli postrannich komor mozku se
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objevuje u déti s velmi nizkou porodni védhou. Pfi¢inami krvaceni mohou byt kolisani
perfuze a krevniho tlaku v cévach mozku, déle hyperkapnie s dilataci cerebralnich cév.
Intraventrikulédrni krvéaceni lze spatfit i u donosenych jedinct, pfi jejichz porodu bylo
potieba klesti ¢i vakuumextrakce (Lebl, 2012, s. 52). Hypoxicky stav vznikd u
respiratory distress syndromu, ktery je rizikem u vice nedonoSenych déti (MareSova et
al., 2011, s. 133). Dal§imi pfi¢inami mohou byt kardiovaskularni nemoci matky,
hemodynamické Cinitele (trombdzy, koagulopatie) nebo infekce (Kraus et al., 2005, s.

43-55).

2.2.3 Dusledky hypoxie v oblasti bunky

Nedostatek kysliku ve tkani negativné ovliviiuje tvorbu ATP. Jakmile pokles
ATP ptesahne 5-10 % normalnich hodnot, nastane poSkozeni dilezitych bunéénych
systémtl (Povysil et Steiner, 2011, s. 2). Postizena buiika neni schopna udrzet gradienty
iontli mezi extracelularni a intracelularni oblasti (Necas, 2005, s. 210). Vlivem deplece
ATP je sniZzena aktivita sodikové pumpy. KdyZ dojde k jejimu poskozeni, nastane difuse
kalia z buiiky a zvySeni koncentrace sodiku a vody uvnitt buiiky. Na zakladé tohoto déje
se tvofi intraceluldrni edém a naruseni proteosyntézy bilkovin v disledku oddaleni
ribozomil od endoplazmatického retikula (Povysil et Steiner, 2011, s. 4). P¥i destrukci
kalciové pumpy, kterd udrzuje velky rozdil intracelularnich a extracelularnich
koncentraci vapniku, se zvySuje koncentrace vapniku v cytosolu buiiky, coZ na buiku
pusobi vysoce toxicky. Tento stav zpiisobi zvySeni membranové permeability a podniti
aktivitu mnoha enzymul. Mezi né€ se fadi 1 ATPazy, které urychluji nedostatek ATP,
fosfolipazy, které rozkladaji membranové fosfolipidy, cytoplazmatické proteazy, které
poskozuji membrany a cytoskelet. (Povysil et Steiner, 2011, s. 3). U nervovych bungk,
nedostatek ATP zplsobi poruchu pifenosu signdlu (Necas et al., 2005, s. 210).
Anaerobni glykolyza se snazi dohnat depleci ATP a v pribchu tohoto déje se zvySuje
koncentrace laktatu a klesd pH. Metabolity se v bufice hromadi. Aciddza snizuje aktivitu
nékterych bunénych enzymi, a funkce buiiky je tim dale omezena (Povysil et Steiner,
2011, s. 4).

Vyrazné poskozeni membran vyvold dalsi edém a zdnik mitochondrii a
lysozoml. Dochdzi kUniku mitochondridlnich dehydrogendz a cytochromu ¢
z mitochondrii, coz je signal k apoptoze bunky. Dale pfi otoku lysozomli dochazi
k jejich ruptufe a uniku lysozomalnich enzymii do cytoplasmy buiiky, které dal plisobi

bunéény rozklad. Hypoxické buniky tvoifi adhezni molekuly, jeZ podminuji piichod
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leukocytli. Vysledny zanét pisobi dalsi poskozeni builkky a dochazi k jejimu
definitivnimu zaniku (Povysil et Steiner, 2011, s. 7).

Posthypoxicka reperfuze je diilezita pro regeneraci mozkové tkané a pro ochranu
pred dalSim poskozenim. V druhé fad¢ se vSak béhem reperfuzniho procesu uvoliuje
velké mnozstvi volnych kyslikovych radikald, jez vznikaji pfi oxida¢nim stresu. Vlivem
aktivovanych cytosinli se miize zvySovat zanétliva odpoveéd,, ktera rozsifuje ischemické
léze (Kraus et al., 2005, s. 57). Ischemicka nekréza koncéi vznikem postmalatické
pseudocysty a mozkového edému, jenz stlatuje lumen kapilar a zplsobuje dalsi

ischemizaci mozkové tkan¢ (Ambler, 2006, s. 137).

2.2.4 Hypoxické poskozeni a porodni vaha

Frekvence poruch po fyzické strance se mezi vahovymi skupinami nelisi. Tézké
poskozeni pohybovych schopnosti se vyskytuje u 40 % jedinc s ranou cerebralni
destrukci bez ohledu na gestacni stafi i porodni vdhu. Naopak vyznam nizké porodni
hmotnosti se zvySuje u kognitivnich schopnosti, jez se zhorSuji s niz8i porodni vahou

(Kraus et al., 2005, s. 60).

2.2.5 Poskozeni bilé hmoty a aferentnich struktur

Typy poruch se castecné odvijeji od gestacniho obdobi, kdy byl mozek zasazen
hypoxii (Stadlin et al., 2003). Nejvétsi riziko poskozeni mé u piredcasné narozenych déti
bilda hmota (Stadlin et al., 2003). U novorozencii do 34. tydne téhotenstvi je nejvice
postizena periventrikularni bild hmota, kdy vznikd periventrikularni leukomalacie
(PVL). Zmény byvaji nalezeny na axonech i v gliich (Kraus et al., 2005, s. 49-50). U
PVL dochazi k morfologickym zménam, jez vypovidaji o progresivnim poskozeni
mozku (Lebl, 2012), kde mizeme sledovat vice loziskovou nekrézu bilé hmoty kolem
postrannich komor a kde se vyskytuje i poskozeni sestupnych motorickych, optickych a
asociacnich vldken. Na tomto podkladé mulize vznikat klinicky obraz typu spastické
diplegie (postizeni ptednich rohti s motorickymi vlakny pro dolni koncetiny), zrakového
postizeni (zadni oblasti kolem postrannich komor), sluchovych poruch se sniZenym
intelektem (Lebl, 2012, s. 53).

Také mize dojit ke vzniku periventrikularniho hemoragického infarktu, ktery lze
spatfit spiSe u vice donoSenych déti (Stadlin et al., 2003). Mezi patogenetické faktory
PVL se fadi nevyzrald vaskularizace zasobujici bilou hmotu, intrakranidlni krvacent,

vysoké lokalni mnozstvi Zeleza a vyvojova zranitelnost prekurzorovych bunck
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oligodendroglii pfi ischemii-reperfuzi, kdy dochazi k vyraznému plsobeni volnych
kyslikovych radikalii a extraceluldrniho glutamatu (Kraus et al., 2005, s. 49-50).
Maresova et al. (2011, s. 134) zminuje poSkozeni zejména aferentnich struktur,
které jsou dfive postizeny, nebot’ spotfebovavaji nejvice kysliku. Jedna se o struktury
jako je lemniscus medialis, thalamus, mozecek €i parietalni kiira, které zpracovavaji
senzitivni informace. Dochéazi ke Spatnému vedeni a k nespravnému vyhodnoceni dat,
kterd nemohou byt v optimalni formé pfedana do ndlezitych asocia¢nich motorickych a
integracnich oblasti a ani do vystupnich ¢asti CNS. Pifi dlouhodobéjSim trvani
poruSeného aferentniho toku nemuliZze dochézet k optiméalnimu vyvoji jedince (MareSova

etal, 2011, s. 134).

2.2.6 Vliv hypokapnie

K poruse bil¢é hmoty u ditéte mlze pfispét hypokapnie, ke které dochazi pti
hyperventilaci. Prolongovand hypokapnie zapfiini vyraznou vazokonstrikci cév
v mozku. Disledkem tohoto dé&je dochdzi k ischemii mozkové tkdné ve tkanich
s omezenou cirkulaci. Pfi opétném vyrovnani pCO, v arteridlni krvi nastdva reaktivni
vazodilatace a tim i1 mozny vznik intracerebralniho krvéaceni. K defektim nezralé

mozkové tkdné vede predispozi€né nedostatecné vyvinuté cévni zasobeni zranitelnych

oblasti (Kraus et al., 2005, s. 45-46).

2.2.7 Nasledky perinatalni hypoxie

Novorozenci jsou vice odolni proti hypoxii nez dospéli jedinci (Kraus et al.,
2005) Incidence hypoxického inzultu v neonatdlnim obdobi je odhadovdna na 2-4
donosené jedince z tisice narozenych déti. U déti ptredCasné narozenych s nizkou
porodni véhou je toto Cislo mnohem vyssi, odhaduje se az na 60 % (Takada et al.,
2011). Néasledkem pulsobeni hypoxického inzultu pii narozeni ditéte vznikd poskozeni
nezralého mozku a mize dojit k umrti jedince nebo k vyvoji chronické poruchy
(Vannucci et Vannucci, 2005).

Funkéni a morfologické poskozeni mozku novorozence se oznauje jako
hypoxicko-ischemicka encefalopatie (HIE). K jejimu vzniku Casto dochéazi perinatalné
u donoSenych nebo témét donosenych novorozencu (Lebl, 2012, s. 26-51). Pti porodni
asfyxii dochazi k poskozeni bunck az po case, ktery odpovidd 8-24 hodindm po
inicidlnim hypoxicko-ischemickém piisobeni. Tento fakt dava nové Sance pro vyzkum

1é¢by perinatalni hypoxie-ischemie (Kraus, 2005, s. 41).
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HIE lze klasifikovat jako lehkou, stfedné tézkou a tézkou. Tézky stupen HIE
vede k neonatalnimu Umrti. Vyskyt HIE ¢inni 1/2000 — 1/5000 Zivych novorozencii
(Lebl, 2012, s. 26-51).

Dlouhodobé nasledky poskozeni mozku se mohou vyskytovat v podobé
motorickych, kognitivnich a behaviordlnich poruch, které mizeme sledovat u détské
mozkové obrny (DMO), u mentalni retardace, u sluchového ¢i zrakového postizeni,
u epilepsie (Takada et al., 2011). Dal$imi projevy jsou komunikacni potize, poruchy
pozornosti a uceni, neprospivani s narusenym piijmem potravy, gastroesofagealni

reflux, emoc¢ni disbalance (Kraus et al., 2005, s. 63).

2.3 Perinatalni hypoxie u laboratorniho potkana

Na zaklad€ reSerSe Vachovcova (2012) bylo zjisténo, Ze pro sledovani vlivi
hypoxie na nezraly CNS laboratorniho potkana bylo v prib¢hu nékolika desitek let
vytvofeno nékolik modeli perinatdlni hypoxie. U kazdého modelu byla hypoxie
provedena odliSnymi cestami. Hlavni rozdil v provedeni hypoxie byl zaznamenan
v odli$né dobé& plisobeni hypoxie, ve v€ku potkantl, ve kterém byla hypoxie provedena,
a v rizném procentudlnim zastoupeni kysliku v dychaném vzduchu testovanych zvitat
v dobé& hypoxického piisobeni. Casto se v modelech perinatalni hypoxie k hypoxickému
pusobeni pfidava ischemicka okluze v podobé podvéazani jedné ¢i obou arteria carotis
communis. Na zdkladé téchto rozdilli vznikd odlisné centralni poskozeni, které vede
k diverznimu motorickému a behavioradlnimu projevu testovanych zvirat (Vachovcova,
2012).

Jako nejcast¢js$i model perinatalni hypoxie se vyuziva 7-denni model. Mozek
potkana vtomto vyvojovém obdobi je morfologicky podobny mozku cloveéka
v gestatnim staii 32-34. tydne. V tuto dobu lze u nezralého mozku sledovat zacatek
myelinizace bilé hmoty a dokonfovani rozvrstveni mozkové kiry (Vannucci et
Vannucci, 2005).

U tohoto modelu je hypoxie-ischemie navozena jednostrannym podvazanim
arteria carotis communis, po némz je piivozena systémova hypoxie zptisobena expozici
8 % O, ve zbytku N,. Teplota je stdle udrzovana na 37°C a udrzuje se i po ukonceni
hypoxické faze, aby nemohlo dojit k ovlivnéni mozkové 1éze zménou teploty. V téchto
podminkach jsou testovana zvifata schopna ptezit 3 hodiny. Takto povedend hypoxie-

ischemie zplsobi hypoxemii kombinovanou s hypokapnii, k niZ dochazi na zakladé¢
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hyperventilace. Nedochdzi ke zménam systémového pH, nebot’ vzniklou laktacidemii
vyrovnava vznikajici hypokapnie (Vannucci et Vannucci, 2005).

Hypoxicko-ischemické poskozeni mozku u potkanti, ktefi pfezili vice nez 3
hodiny, vedlo pfedev§im k poSkozeni mozkovych struktur ipsilaterdlné k podvéazané a.
carotis communis. Na preparatech mozku bylo zaznamenano selektivni nervové
poskozeni i celostni infarkt, kde byly postizeny vSechny struktury véetné glii a cév.
Doslo k destrukci mozkové kiiry, subkortikalni a periventrikularni bilé hmoty, thalamu,

hippokampu a striata (Vannucci et Vannucci, 2005).

2.4 Plasticita CNS v kojeneckém véku

,Plasticita je specificka schopnost nervového systému (NS) se zakonité vyvijet,
reagovat na zmény vnitiniho a zevniho prostiedi, pfipadné se jim pfizplsobit, ato za
fyziologickych i patologickych situaci (Trojan et Pokorny, 1997). Tato schopnost NS
zavisi na genetickych pfedpokladech, na véku, na celkovém stavu jedince a lisi se tak
u kazdého ¢lovéka (Trojan et Pokorny, 1997).

Nezralé nervové bunky, které maji geneticky determinovany nasledujici vyvoj,
nemaji dokonceny metabolicky vyvoj, bunéénou strukturu a maji omezenou funkci.
Dochazi u nich k myelinizaci, ke zrani iontovych kanald, k tvorbé neurotransmiterd, a;.
Zralé buiky jsou zcela funkéni a vyzaduji vysokou davku energie. Jsou stabilni, ale
zaroven rigidni. Dynamika NS je zaloZena na rovnovdze mezi plasticitou nezralych
bunék a rigiditou zralych bunék (Trojan et al., 2004).

Plasticitu béhem vyvoje miizeme oznacit jako evolu¢ni plasticitu, jejiz efekt se
miZze vyskytovat v pozitivni i negativni podob¢. Jak a kdy budou nervové struktury
uspotradané a funkcéni, rozhoduji genetické programy za soub&hu se zevnim a vnitinim
prostiedim (Trojan et al., 2004).

Vyvoj neurondlnich struktur se uskutecniuje ve skocich, které jsou typické
relativné kratkym trvanim, jedna se o tzv. kritickou periodu. Béhem kritické periody je
mozek velmi choulostivy na vliv negativnich faktorl. Za zvlasté citlivé je povaZovano
obdobi riistu. Urcity stimul mize zvysit ¢i utlumit expresi genetického programu, jenz
urcuje danou strukturu a funkénost (Trojan et Pokorny, 1997). Zménény obraz funkce se
muze projevit az v prubéhu dal§iho vyvoje (Trojan et al. 2004). Odpovéd’ neurondlnich
struktur na zmény prostfedi mize byt okamzitd. Ke zménéné situaci dochazi jen po
dobu plsobeni podnétu. Nezraly CNS je schopny pfizplsobit sviij metabolismus

v buiikach (Trojan et Pokorny, 1997).
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Kdyz dojde ke snizené dodavce kysliku, celkové se snizi metabolismus nezralé
buniky a zvysi efektivita oxidativni fosforylace pomoci oxidativnich enzymu. V piipadé,
ze dojde ke snizeni pH vnitfniho prostfedi, nezralé neurony projevi vys$si odolnost a
stanou se prizptsobivejsimi kyselému prostiedi, coz jim umozni ptezit (Trojan et al.,
2004).

Pro aktivaci neuroplastického procesu je dilezity typ pusobiciho faktoru,
moznosti odpovédi organismu a citlivost jednotlivych struktur. Proto ma jiny efekt
zasah, jenz pusobi intrauterinné, béhem narozeni, postnatalné a v dospélosti (Trojan et
Pokorny, 1997). Stejn¢ tak hraje vyznamnou roli i1 individudlni citlivost organismu
(Trojan et al., 2004).

Reparacni plasticitu oznaCujeme jako schopnost neuronli obnovit svoji
porusenou funkci. Snahou dneS$nich vyzkumi je najit zplisoby aktivace pfirozenych
reparanich d&i pomoci aplikace farmakologickych pfipravki, jenz aktivuji
neuroplastické mechanismy tak, aby mohly pomocirenovaci naruSenych okruhil

nervové tkan¢ (Trojan et al., 2004).

2.4.1 Aktivace neuroplasticity

U nezralého mozku je vyraznéjsi nadé€je pro renesanci a reorganizaci mozkovych
neurontl, kterd se muze projevit i v lepsi schopnosti uceni a paméti, nez je mozné
u dospélé populace (Kraus et al., 2005, s. 51).

Ztrata ¢i omezeni urcitych funkci se odviji podle poskozeni urcitych mozkovych
struktur, restrikce funkci v§ak mlZe mit jen do¢asny charakter (MareSova et al., 2011, s.
134). Pomoci neuroplasticity je mozek schopen prenést nékteré funkce z poskozené
¢asti mozkové kliry na jinou (Pfeiffer, 2007, s. 79) a posSkozené spoje mohou byt také
nahrazeny novymi (Trojan et al., 2004).

Poskozeni mozku vlivem perinatalni hypoxie-ischemie béhem porodu mize byt
kompenzované pomoci pfiméfené terapie, kterd miZze napomoci reparacnimu déji, jenz
je zaloZen na plasticit¢ mozku (Trojan et al., 2004). Také bylo prokdzano, ze tvorba
bilkovin, které se uplatiiuji pfi znovuobnoveni mozkovych bun€k, je nejvyraznéjsi
v obdobi n€kolika dni az tydni po hypoxicko-ischemickém inzultu. I proto je toto
obdobi idedlni pro rehabilitaci (Biernaskie at al., 2004). Struktury mozku se mohou
optimaln¢ propojovat pouze za podminek ptitomnosti taktilnich, zrakovych, sluchovych
aj. stimulll (Trojan et al., 2004). Periferni stimulaci l1ze tedy potencovat tvorbu novych

nervovych okruht, zvysit jejich regeneraci a také tvorbu novych neuronti. Obnovené
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funkce vSak Casto nemusi byt optimdlni a miZeme je pozorovat ve snizené kvalité

(Maresova et al., 2011, s. 134).
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3  Moznosti ovlivnéni nasledkt perinatalni hypoxie

Ptestoze novorozeny mozek toleruje mnohem delsi periodu kyslikové deprivace
v porovnani s dospélym mozkem, perinatalni hypoxie je stale vyznamnou pficinou
neurologické dysfunkce. Ztoho divodu je potieba zkoumat mechanismy, které
moduluji rozsah mozkového poskozeni (Aden et al., 2001).

Cilem této pradce neni zminit a popsat vSechny zkoumané ¢i dostupné
mechanismy neuroprotektivni 1é€by, ale pfiblizit problematiku neuroprotektivni 1écby

v uz§im zaméfeni na agonisty adenosinového A1 receptoru.

3.1 Fyziologie adenosinu a adenosinovych receptorii v mozku

Adenosin je purinovy nukleosid sloZzeny z nukleové baze a z cukru, ribozy.
Adenosin existuje ve vSech buiikach, tvoii komponentu nukleovych kyselin a energii-
nesoucich molekul a mize byt uvolfiovan pfimo bunikami ¢i generovan extracelularné
(Rivkees, Wendler, 2011). Adenosin se ucastni vsSech klicovych cest primarniho
metabolismu, jako je nukleosidovy a nukleotidovy metabolismus, metabolismu
aminovych kyselin obsahujicich siru, metabolismu amoniaku (Cunha, 2005).

V ramci bunék mulze byt produkovan z ATP, ADP (adenosindifofat), cAMP
(cyklicky adenosinmonofofat) ¢i z S-adenylylhomocysteinu. Intracelularni odstranéni
adenosinu probihd za pomoci enzymu adenosin kinazy, jenZ konvertuje adenosin na
AMP, ¢i za pomoci adenosin deaminazy, kterd pfeméiuje adenosin na inosin (Rivkees,
Wendler, 2011).

Extracelularni ATP je dllezity zdroj adenosinu, jenz nasleduje pfeménu z ATP
na ADP a AMP. Tyto katabolické reakce zahrnuji zapojeni ektonuklitiddz. N&které
z ektonuklitiddz jsou vice aktivované béhem hypoxie a navysuji tak hladiny adenosinu
(Rivkees et Wendler, 2011).

Extracelularni adenosin muze pulsobit jak na adenosinové metabotropni
receptory lokalizované v bunééné membrané sousedicich bunék, tak na receptory
matefské buiky. Pfi aktivaci rGzného typu adenosinového receptoru se miize ménit
metabolismus specifické buiiky (Cunha, 2005).

Adenosin plni homeostatickou roli. Mnoho savéich bunék je vybaveno
adenosinovymi A receptory, pii jejichZ aktivaci dojde ke sniZzeni metabolismu buiiky,
coz bunice pomiiZe snaze prekonat noxu. Zatimco Skodlivy stimul zpisobi mirny pokles

v energetické vybavé buiky, dochazi k vyraznému navySeni intracelularni hladiny
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adenosinu, jenz pak difunduje ven z buiiky a signalizuje sousedici bunce skrz A;
receptory piitomnost Skodlivého stimulu. Sousedici butika je tak 1épe pfipravena pro
vyporadani se s noxou pomoci snizeni svého celkového metabolismu (Cunha, 2005).

Kromé homeostatické tillohy v mozku je adenosin diilezity pro svou mozkovou
modulaéni funkci. Adenosinové A; receptory maji nejveétsi hustotu v mozku
v porovnani s ostatnimi typy adenosinovych receptori. Tyto receptory hraji klicovou
roli vkontrole neurondlni excitability a v uvoliovani neurotransmiterd.
Neuromodula¢ni role adenosinu neni zavisld na zméndch energetického zajiSténi
mozkovych bunék, z ¢ehoZz vyplyva, Ze modulacni funkce adenosinu nesouvisi s jeho
homeostatickou roli (Cunha, 2005).

Adenosinova signalizace nepfendsi pfimo informace mezi neurony, coZ patii
mezi funkce neurotransmiterti, ale kontroluje tok informaci mezi neurony v mozku
(Cunha, 2001). Adenosin také neni pfimo vylucovan ze synaptickych vacki, jako lze
pozorovat u neurotransmiterti (Rivkees et al., 2001). ZvySovéani extracelularniho
adenosinu v synapsich tizce souvisi suvolnénim neurotransmiterti (pomoci Al
receptori se nejcastéji inhibuje jejich uvolnéni), dale souvisi s frekvenci a intenzitou

neuralniho firingu (Cunha, 2005).

3.1.1 Adenosinové receptory v mozku

ProtoZe je adenosin vSudypfitomny, specificnost jeho aktivity je urend na
receptorové urovni (Rivkees et al., 2001). Jsou 4 typy adenosinovych receptori: Aj,
Az, Azp. Az. Receptory predstavuji metabotropni typ receptoru, jez se vazi s G-proteiny
(Cunha, 2005). A; receptory a Aj inhibuji adenylatcykldzu (enzym katalyzujici ATP),
zatimco Azx a App tento enzym aktivuji. Adenosinové receptory obsahuji 7
transmembranovych domén. Kazdy z téchto receptorovych subtypli ma rozdilny vzor
tkanové exprese a vaze odlisné ligandy (Rivkees et al., 2001).

Z adenosinovych receptorii je A; receptor v mozku nejvice zastoupeny a patii
mezi nejvice rozSifené cerebralni receptory s G-proteiny. Ze vSech adenosinovych
receptorli ma nejvetsi afinitu k adenosinu. Aktivuje Gj a G, inhibuje akumulaci cAMP,
aktivuje fosfolipazu C a otvird iontové kanaly. Selektivniho agonistu pro A; receptor
prestavuje N°-cyklopentyladenosin (CPA) a jeho chloroderivat (CCPA), (Rivkees,
Wendler, 2011) a N°®-[4-[[(2-aminoethyl)-amino] carbonylmethyl]phenyl]adenosine
(ADAC), (Aden, 2001) a selektivniho antagonistu 8-cyklopentyl-1,3-dipropyl xantine
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(DPCPX). A; receptor se mimo mozkovou tkan ve veétSim mnozstvi nachazi v tuku,
v testes a v mensim mnozstvi v srdci a v ledvinach (Rivkees, Wendler, 2011).

Ay receptor je koncentrovan v bazalnich gangliich a méné ve zbytku mozku.
Asp a Az receptory jsou v mozku zastoupeny velmi poskrovnu. Také existuje nedostatek
selektivnich farmak, ktera by prostupovala hematoencefalickou bariérou, k jejich
ovlivnéni. Jejich tloha v mozku je tak minimalné prozkoumana. Funkce Az receptorti se
zda nejvice zjevnd v astrocytech piipadné v mikrogliich (Cunha, 2005). Rivkees et al.
(2001) ve své praci uvadi, ze Asp receptory se v mozku nevyskytuji viibec, navic jejich
afinita k adenosinu a k adenosinovym agonistim je velmi nizka.

Z dostupnych dat je role adenosinu v mozku zprostfedkovana predev§im pomoci
vyvazené aktivity A; a Aja receptorti (Cunha, 2005). Kofein a aminophylin jsou
neselektivni antagonist¢ adenosinu, blokuji vSechny typy adenosinovych receptord
(Rivkees et Wendler, 2011).

A; a Asa receptory nejsou homogenné rozmisténé v mozkovych neuronech.
TakZe vyzkum jejich celularni a subceluldrni lokalizace miZe poskytnout prvni vhled na
moznou modulaéni schopnost adenosinu v mozku (Cunha, 2005). Pfestoze A; receptory
jsou nejvice Cetné v hippokampu a v mozecku, vice se nachéazeji i v neokortexu,
v bazélnich gangliich, v diencephalu a mozkovém kmeni (Rivkees et al., 2001). A,
receptory se nachdzi v neuronech, méné v astrocytech, oligodendrocytech a mikrogliich
(Cunha, 2005). A; receptory jsou detekovany na télech neurond, na axonech, na
nervovych zakoncenich, kde mohou ovliviiovat uvolnéni neurotransmiterii a rist
kuzelovitych struktur (Rivkees at Wendler, 2011). Déle jsou lokalizované presynapticky
1 postsynapticky a pomoci rGznych typt nervovych zakonceni efektivné kontroluji
uvolnéni glutamatu, acetylcholinu a serotoninu, ale nejsou schopné modulovat uvolnéni
GABA a noradrenalinu v mozku. A; receptory tak vykonavaji synaptickou modula¢ni
roli v konkrétnich excitacnich nervovych zakoncenich v mozku (Cunha, 2005).

Oproti Siroké distribuci A; receptorli, jsou A,a receptory koncentrovany
v bazdlnich gangliich, pfedevSim ve striatu. A,s receptory jsou také umistény
v neokortexu a v limbickém systému, v presynaptické aktivni zoné, kde kontroluji
uvoliovani neurotransmitert. Kromé& glutamatu a acetylcholinu také mohou kontrolovat
uvolnéni GABA a noradrenalinu, ktery je nejméné citlivy pfi aktivaci A; receptory

(Cunha, 2005).
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3.1.2 Modulaéni schopnost adenosinu

Mezi hlavni G€¢inky adenosinu na mozkové funkce patii presynapticka kontrola
uvoliovani neurotransmiterti. Za ptedpokladu, Ze nejvétsi zastoupeni v mozku maji A,
receptory, se dd ocekavat, ze hlavni efekt adenosinu v mozku bude inhibice uvolnéni
neurotransmiterti. Usuzuje se tedy, Ze adenosin pfedevSim inhibuje neurondlni
excitabilitu a synapticky pfenos. A receptory a A, receptory v mozku tvoii mezi sebou
funkéni vtah, nebot maji opacné U€inky na uvolnéni excitacnich neurotransmiterd,
pfedevSim glutamatu. Na rozdil od A, receptorii, které kontroluji pouze uvolnéni
neurotransmiterti, A; receptory navic kontroluji i neuronélni excitabilitu (Cunha, 2005).

Pies A; receptory se uskutecni inhibice excita¢niho synaptického pifenosu
pomoci presynaptické inhibice uvolnéni glutamatu. A; receptory také inhibuji tok
drasliku na postsynaptické Urovni, coz vede k neurondlni hyperpolarizaci. Tento
pozdéjsi ucinek je velmi dilezity, nebot’ kontroluje salvu neuralniho firingu. Je vSak
mén¢ dulezity v kontrole synaptického prenosu v nizsich frekvencich nervové stimulace
(Cunha, 2005).

Vysoka hustota A receptort v postsynaptické zoné také predvida dulezitou roli
adenosinu na postsynaptické tUrovni. Tonickd aktivace A; receptor kontroluje
amplitudu synapsi v excitacnich okruzich a pasobi jak NMDA (N-methyl-D-aspartat)
receptory, tak na postsynapticky lokalizované napétoveé tizené vapnikové kanaly
(Cunha, 2005).

Také by se nemélo zapominat na to, Ze ucinek adenosinovych receptorl pfi
jejich aktivaci neni omezen jen na piimou kontrolu neurondlni aktivity. Jejich umisténi
v astrocytech, oligodendrocytech, mikrogliich mé také nepifimy vliv na neuronalni
aktivitu, kdy se adenosin mtize ti€astnit komunikace mezi glii a neuronem, kontrolovat
astroglyozu a tvorbu rtznych latek, které mohou mit dopad na neurondlni aktivitu.
U presynaptické kontroly neurotransmiter se ukazuje, Ze adenosinové receptory také
dolad’uji akci mnoha dalSich receptorovych systémi v astrocytech, jako jsou
matabotropni glutamatové receptory, histaminové, a-1-adrenergni receptory a ATP P2Y
receptory. Jedna urcitd excitacni funkce aktivovaného adenosinového receptoru v gliich
je kontrola exprese a uvoliiovani cytokini. Déle, adenosinové receptory kontroluji
reaktivitu mikroglii. Coz vede k hypotéze, Ze adenosin miize hrat dualeZitou roli
v kontrole zénétu u nervovych bunck, pficemz plni neuroprotektivni funkci (Cunha,

2005).
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Aktivace adenosinovych receptori je také schopnd modifikovat primarni
metabolismus vétSiny bunék (u neuronii 1 astrocytl), piedevS§im metabolismus

glykogenu (Cunha, 2005).

3.2 Modifikace adenosinového metabolismu za stresovych

podminek

Pro ziskdni nahledu na neuroptorektivni funkci endogenniho adenosinu, je
nejprve potieba zvazit nasledky Skodlivého stimulu na extracelularni metabolismus. To
dale muze tvofit podklad pro porozuméni farmakologické manipulace s adenosinovymi
receptory (Cunha, 2005).

Energetické zatizeni (energy charge) je jeden ze zdkladnich parametrt, které
definuji status primarniho metabolismu bunky, a proto se i jako prvni pfizplisobuje
stresujicimu stimulu ve vSech typech bun&k. Uzky vztah mezi hladinou adenosinu a
energetickym zatizenim buiky zplsobi to, Ze tkanové hladiny adenosinu budou také
ovlivnény noxou (Cunha, 2005).

Bézné intracelularni koncentrace adenosinu byva okolo 1-50 nM, pii tkanové
ischemii, hypoxii a zanétu se koncentrace navysuje na 1uM. Lokalni hladina adenosinu
tak tvofi barometr tkanové aktivity a oxygenace. Kdyz je tkan okysli¢end, je hladina
adenosinu snizena, naopak pii kyslikové deprivaci se koncentrace zvySuje (Rivkees et
al., 2011). Neni vSak zndm mechanismus, ktery by popsal souvislost v navySeni
intracelularniho adenosinu s navySenim extracelularnich hladin adenosinu (Cunha,
2005).

Nejjednodussi je vysvétleni, Ze intracelularné formovany adenosin je vypustén
nukleosidovymi ptenaSe¢i, coz vede ke zvysSeni hladin extracelularniho adenosinu.
Podle tohoto scénafe existuje dobra korelace mezi odstupiiovanou intenzitou Skodlivého
stimulu, poklesem energetického zatizeni a extraceluldrni hladinou adenosinu ve
studované mozkové tkani (Cunha, 2005).

Také blokdda intracelularnich enzymatickych cest, jez jsou zodpovédné za
metabolismus intracelularniho adenosinu, zvySuje extracelularni hladiny adenosinu za
rizné Skodlivych podminek v mozkovych preparatech. Zajimavé vSak je, ze inhibice
rovnovaznych nukleosidovych pienase¢li naopak zvySuje extracelularni hladiny
adenosinu, coz miize vypovidat o tom, ze role rovnovaznych nukleosidovych pfenasecii
vétsinou spociva spise v uklidu, nez v uvolnéni adenosinu do extracelularnich prostor,

jak je bézné pro nestresové podminky (Cunha, 2005).
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Zfejma  alternativa  formace  extracelularniho  adenosinu  vychazi
z extracelularniho katabolismu adeninovych nukleotidd, jez jsou uvolilované na zakladé
pusobeni Skodlivého stimulu. Axondlni depolarizace a navySeni hladiny glutamatu,
charakteristické znaky pro potencialni neurotoxické podminky, u¢inné spousti uvolnéni
ATP. Navic pii plisobeni skodlivych podminek dochézi k up-regulaci ektonukleitidaz,
jez katabolizuji ATP. Stale vSak neni jasné, jestli stresem indukované uvolnéni ATP
ptispiva k extraceluldrnimu navyseni adenosinu (Cunha, 2005)

Z vyse psanych tadkt plyne, ze neni mnoho znamo o zplsobu generovani
extracelularniho adenosinu b&hem stresovych podminek. Zadny zptsob vedouci ke
zvySeni extracelularniho adenosinu pfi plisobeni Skodlivé noxy nebyl experimentalné
vytesen (Cunha, 2005).

I kdyz pomineme zpUsob, jak je extracelularni adenosin formovan, zistava stale
evidentni, Ze Skodlivy stimul spousti vyrazné navySeni extracelularni hladiny adenosinu,
kterd dosahuje mikromolarnich koncentraci v extracelularni tekutiné mozkovych
preparatl pii stresovych podminkach. Afinita pro adenosin u nejvice etnych receptort
(A1 a Aza) je v nanomolarnim rozsahu. Vniké tedy otazka, zda tyto zvySené hladiny
endogenniho adenosinu jsou dostatecné k nasyceni A; a Aja receptori. Kdyby
dostatecné nebyly, nedavalo by smysl hledat terapeutickou neuroprotektivni strategii
zalozenou na uziti agonistli adenosinovych receptorti. Coz je opét otdzkou, nebot’ praveé
inhibice klicovych enzymi pro kontrolu dostupnosti adenosinu zesiluje neuroprotektivni
ucinek endogenniho adenosinu (Gidday et al., 1999; Cunha, 2005). V podstaté inhibice
adenosin kinazy pisobi siln¢ neuroprotektivné u mozkového postizeni a také inhibitory
adenosine deamindzy jsou neuroprotektivni (Gaidday et al., 1999).

Adenosin predstavuje vice vlivl, které by mohly predvidat pozitivni u¢inek na
stav v mozku zptsobeny hypoxii. Adenosin ma tlumivy ucinek na neuralni aktivitu, coz
je disledek vice rozdilnych funkci jako je schopnost inhibovat presynaptické uvolnéni
glutamatu a je dilezitym medidtorem mozkového hypoxického poSkozeni. Adenosin
pomaha udrzet blok NMDA receptori zavisly na napéti tim, ze indukuje
hyperpolarizujici proud drasliku. Pomoci blokace NMDA receptorit redukuje influx
vapniku a redukuje oxid dusny, coZ mlze mit také neuroprotektivni uc¢inky. Adenosin
také predstavuje potencidlni vazodilatator u perinatdlniho mozku a miZze pfedchézet
segregaci desticek. ZvySend dostupnost substrati zapticini spotfebu glukdzy neurony a
glykogenolyzu astrocytli. V in vitro studiich bylo zji§téno, Ze adenosin plisobi na

redukci volnych radikalti pomoci neutrofilli a pomoci navyseni antioxida¢ni enzymové
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aktivity (Gidday et al., 1999). Neuroprotektivni u¢inky adenosinu jsou nezavislé na
ucincich adenosinu na vaskuldrni tkané, jak dokazuje testovani na in vitro preparatech

(Phillips, 1995).

3.3 Aktivace A;receptoru pri akutni neurodegeneraci

KdyZ se zvazovalo, ktery adenosinovy receptor hraje hlavni roli v poskytnuti
neuroprotekce v dospélém mozku, nejvyznamnéjsim kandidatem se stal A; receptor.
Piispiva k tomu jeho hlavni inhibi¢ni 0¢inek na synapticky pienos a nervovou
vzrusivost a také to, Ze je nejvice zastoupenym adenosinovym receptorovym subtypem
v mozku. Mnoho studii potvrdilo, ze akutni aktivace inhibicnich A; receptori je
neuroprotektivni. Cili, v izolovanych neuronech a v mozkovych fezech, aktivace A,
receptoru sniZzuje poSkozeni neurontl, zatimco antagonisté A; receptoru toto poSkozeni
zvySuji (Cunha, 2005). Totéz se potvrdilo u dospé€lych zvitat postizenych ischemii (Von
Lubitz, 1999).

Pfesto je nutno vzit na védomi, Ze terapeuticky vyznam agonistli A; receptoru
ma mnoho omezeni, které brani pii jejich vyuZiti jako nové neuroprotektivni latky.
Prvni vyznamnéjsi stinnd stranka vznika na zéklad¢ silnych kardiovaskularnich a¢inkt
agonistl A; receptoru. Navic fada agonistli A; receptoru ma nizkou prostupnost pies
hematoencefalickou bariéru. Druhé omezeni spociva v kratkém useku, kdy mohou
agonisté A; receptoru vhodné piisobit. Casovy tisek je omezen na n&kolik hodin, nejvice
po pocatecnim posSkozeni mozku. Toto je ztizeno i1 skutecnosti, ze agonisty A; receptoru
neni mozné ftidit chronicky (jako prevenci), nebot nastane opacny ucinek, kdy
chronicka stimulace A, receptori zhorsi nervové poskozeni, které¢ vznik4 na podkladé
Skodlivé noxy. Posledni uskali pfi vyuziti agonistli A; receptoru jako neuroprotektiva
spociva v tom, Ze pii chronické aktivaci A, receptoril, se receptory po Case znecitlivi
(Cunha, 2005).

Dalo by se shrnout, Ze mnoho patofyziologickych podminek, které generuji
ktera brani neuroprotektivnim u¢inkiim A, receptorového systému béhem chronického
pusobeni Skodlivych podminek v mozkové tkdni. Z ¢ehoz lze usuzovat, ze aktivace A,
receptort je dilezitd pro kontrolu akutni faze mozkové dysfunkce a neurodegenerace.
Naopak z divodiit mozné desenzitivizace A; receptord, je A; receptorovy systém méné
vhodny pro vyvinuti neuroprotektivnich Ciniteld, které se zamétuji na interferenci

s dlouhodobymi Skodlivymi podminkami (Cunha, 2005).
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3.4 Vyznam A;receptorti v mozku béhem prenatalniho a
¢asného postnatalniho obdobi

Exprese A; receptorit v mozku je pfitomnd, jakmile se poprvé objevi nervova
tkan. A; receptory jsou v nervovém systému exprimovany b&hem nervového vzniku,
migrace i axonalniho puceni. Parovani A; receptoru s efektorem se vyskytuje u embryi,
u fetalniho i neonatalniho mozku (Rivkees, Wendler, 2011). Mozkové A, receptory jsou
ontogeneticky fizeny, ale pfestoze jsou piitomny v casnych vyvojovych fazich, jejich
prenatalni koncentrace je vyznamné omezena (Rivkees et al., 2001). Jejich exprese i
hustota se vice rozviji aZ po narozeni, kdy vyrazné navySeni ptfichazi u potkant mezi 9-
15. dnem po narozeni (P9-15), (Cunha, 2005).

Embrya mohou byt také vystavend hypoxii. Fetdlni hypoxie u ¢loveka se miize
vyskytnout napf. u téhotné¢ matky, kterd beéhem tchotenstvi koufi, u matek s anémii,
s placentalni insuficienci, s preeklampsii, se srde¢ni, plicni ¢i ledvinovou poruchou.
Fetalni hypoxie je asociovana s intrauterinni rustovou retardaci (Wendler et. al., 2007)

Wendler et al. (2007) udélali pokus, v némz bifezi samice laboratornich mysi
vystavili hypoxii od 7,5. do 10,5. dne gestace. Embrya, jeZ postradala A; receptory,
vykazovala mnohem vyraznéj§i rlstovou retardaci v porovnani sembryi bez A,
receptorového deficitu. Tato data ukazuji, Ze adenosinové pusobeni pies A; receptory
v srdci je vyznamné jako protekce embrya proti hypoxickému inzultu (Wendler et al.,
2007).

A, receptory nejsou esencialni pro normalni fetdlni vyvoj. Laboratorni mysi
s deficitem A; receptort nemély za fyziologickych podminek defekty pfi narozeni, ani
nebyly rastové retardované. Mozek téchto mysi nezaznamenal zjevné strukturdlni
abnormality, pfesto byly objevené mirné odchylky v chovani (Johansson et al., 2001).
Prestoze vSak A; receptor a adenosin nejsou potiebné pro normalni mozkovy vyvoj,
nadmérnd aktivace A; receptort zpiisobuje v tomto obdobi mozkové poskozeni (Turner
et al,, 2002). A naopak blokada endogenniho adenosinu antagonistou A; receptoru
nepusobi na mozkové poskozeni u 7-denniho modelu hypoxie-ischemie (Bona et al.,
1997b).

Zatimco u dospélého mozku aktivace A; receptoru méla neuroprotektivni ucinky
na hypoxii poSkozeny mozek, nelze tyto poznatky mechanicky aplikovat na fetus i
narozend zvifata (Cunha, 2005). Je dokdzdno, ze afinita A, receptori se neméni

u neonatdlnich zvifat (Gidday et al., 1995) a i dostatené spfazeni A; receptoru
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s G proteiny se vyskytuje jiz pfed narozenim (Turner et al., 2002). Piesto mize byt
vykonnost A; receptorii u nezralého mozku redukovana a to na zaklad¢ nedostatecné
hustoty téchto receptort. To znamend, ze receptory jsou uZ u neonatdlnich potkanii
ptitomny, jejich mnozstvi je vSak omezené minimalné do 3. tydne zivota (Gidday et al.,
1995).

Navzdory tomu vSak bylo u novorozenych zvifat zaznamendno mnoho
centrdlnich ucinki zprosttedkovanych A; receptory, napf. kontrola epileptogeneze,
axonalni dozravani, mozkovy metabolismus a synapticky pfenos. Tyto dikazy svédci
o tom, Zze A; receptory jsou v této dobé funkéni (Cunha, 2005). Adenosin tak pres Al
receptory sehrava duilezitou modula¢ni roli béhem prenatalniho i postnatalniho vyvoje
savcl. Dulezité je zminit, Ze adenosin mlze prokazovat protektivni ucinky, které vSak
zavisi predev§im na nacasovani jeho expozice a na misté¢ jeho plsobeni (Rivkees,

Wendler, 2011).

3.4.1 A1 receptory a periventrikularni postizeni bilé hmoty

Je prokazano, Ze mozkova produkce adenosinu (coby nasledek hypoxie-
ischemie) se navysi i u neonatalnich zvitat (Aden et al., 2001). Studie se vSak rozchazeji
v ucincich ovlivnéni A; receptorii v raném postnatdlnim obdobi. Nejnovéjsi prehledova
prace (Rivkees, Wendler, 2011) se pfiklani k nepfiznivym uC€inklim aktivace A;
receptorli na vyvijejici se mozek v raném postnatalnim obdobi. Aktivace A; receptorii
béhem 2 nasledujicich tydnii vede k poSkozeni bilé hmoty hlodavci a zaroven deficit ¢i
chemicka blokdda A, receptorti tvoii protekci proti poSkozeni bilé hmoty hypoxickou
noxou u neonatdlnich zvitat (Turner et al.,, 2002). Blokace adenosinovych receptora
kofeinem se tak miZe stat vitanou terapii u piedCasné narozenych déti (Rivkees,
Wendler, 2011). Podobné vysledky jsou zaznamenané i pii aplikaci teofylinu. Zajimavé
vsak je, Ze selektivni blokada A; receptoru pomoci DPCPX, nezpusobila vyraznou
zménu v poSkozené tkani (Bona et al., 1999).

Turner et al. (2002) ve své praci zkoumali UC€inky pretrvavajici aktivace A
receptort na vyvoj mozku. Agonista A; receptor (N6-cyklopentyladenosin) a blokator
perifernich Uc¢inkdi tohoto adenosinového agonisty byly 2 x denné aplikovany
neonatdlnim potkanim od P3 do P14. Pfi histologickém rozboru jejich mozku byly
zaznamenany morfologické zmény, které jsou velmi podobné tém, jez vidime
u poskozeného mozku u modelu perinatalni hypoxie. Zaznamendna byla

ventrikulomegélie a redukce objemu bilé i Sedé hmoty (Turner et al., 2002). Je mozné,
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7e pretrvavajici aktivace A; receptort vedla k receptorové desenzitizaci a pozménéni
aktivity A, receptoru (Cunha, 2005; Rivkees, Wendler, 2011).

Dalsi dikaz o nepfiznivém pulsobeni aktivovanych A; receptorti se ukdzal
u neonatdlnich mysi (bez deficitu A; receptori), u nichz bylo hypoxii indukovano
periventrikularni postizeni bilé hmoty sredukci myelinizace a ventrikulomegalie.
U neonatalnich mys$i, jeZ postradaly A; receptor, periventrikularni postizeni bilé hmoty
nebylo zaznamenano (Rivkees, Wendler, 2011).

Aden et al. (2001) ve své studii popisuji nulové ucinky ADAC, agonisty A;
receptoru, na poskozeny mozek u 7-denniho modelu hypoxie-ischemie, které
odliivodiuji nedostateCnym vyvojem A; receptorli v nezralém mozku a bradykardii,
kterd byla podanou latkou zplsobena, a tim pravdépodobné vyrusila potencidlni
neuroprotektivni u¢inek ADAC. Navic tito autofi zminuji, ze na rozdil od mozkové
tkan¢ vazba na receptory v srdci je nejvyssi v prvnich dnech zivota a dale se s v€kem
snizuje. V zavéru navrhuji, Ze spiSe jiné adenosinové receptorové subtypy jsou
zodpovédné za protektivni u¢inek zvySenych hladin endogenniho adenosinu po hypoxii-
ischemii u nezralého mozku.

Nedostatek neuroprotektivnich ucinkll aktivace A; receptorli u neonatalnich
al.,, 2002). Opacny ucinek aktivovanych adenosinovych receptori na neurondlni
zivotnost nemusi vznikat na zaklad¢ rozdilného fungovani A, receptorti a A, receptor
u nezralych neuronll v porovndni se zralymi neurony, ale v disledku opaéného pisobeni
intracelularni hladiny kalcia (Cunha, 2005). Zatimco aktivace NMDA receptorti a
vzrust intracelularni koncentrace volného kalcia jsou dva definované charakteristické
znaky pfi neurotoxicité neuronli u dospé€lych jedinct (Phillips, 1995), u nezralého CNS
mohou byt dulezit¢é pro preziti neuron. Aktivace A; receptorli ve vyvinutych
kortikalnich neuronech (u novorozenych potkantl) snizuje funkci NMDA receptort a
napétoveé fizenych kalciovych kandli zpltisobem, ktery je zndm u dospélych potkand.
U nezralého mozku tato aktivace vSak spiSe vede ke sniZeni zivotnosti neurond namisto
zamyslené neuroprotekce, ktera byla dokumentovdna v prepardtech mozku dospélych
potkantd (Cunha, 2005).

Rivkees et Wendler (2011) uvadéji, ze periventrikuldrni postizeni reflektuje
naruSenou ¢i pozménénou maturaci oligodendrocyt, bunck, které myelinizuji
mozkovou tkan. Hypoxii podminénd zména vyvojové linie oligodendrocytli asociuje

hypomyelinizaci, na niZ se podili adenosin. SpiSe nez zaptic¢inéni smrti buiiky, adenosin
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a hypoxie vedou k predCasné diferenciaci oligodendrocytovych prekursorovych bunék.
Predpoklada se, ze tato série udalosti vede ke snizenému poctu oligodendrocytil, coz
ptispiva k periventrikularnimu poSkozeni bilé hmoty.

Aktivace A; receptorii v obdobi, které je ekvivalentni poslednimu trimestru
t€hotenstvi narusi vyvoj oligodendrocytii zplisobujici hypomyelinizaci. Kofeinova lécba
¢i vyfazeni A, receptorii z funkce tak mize podpofit myelinizaci u hypoxii postizenych
novorozencl (Rivkees et Wendler, 2011).

Zajimavé vsak je, ze vysledky autorti Gidday et al. (1995) a Halle et al. (1997) se
1i81 od vySe uvedenych. Gidday et al. ve své praci prezentuji, Ze farmaka, kterd zvysuji
extracelularni hladiny adenosinu v mozku, konkrétné¢ inhibitor adenosinové deaminazy
deoxycoformycin a inhibitor adenosinového vychytavani propetnofylin, poskytuji
vyznamnou protekci proti hypoxickému poSkozeni mozku u neonatdlnich potkand.
Farmaka byla zvifatim podédna jednorazové€, nékolik minut po hypoxickém inzultu v 7.
postnatalnim dni.

Halle et al. (1997) u stejného modelu perinatalni hypoxie také popisuji vyrazné
snizeni mozkového poskozeni a to pomoci aplikace PD 81,273 (2-amino-3-
benzoylthiophen), jeZ zvySuje 2-5 x vazebnost adenosinu na A; receptor v hypoxické
tkani bez vedlejSich u€inki na srde¢ni ¢innost.

Vsechny vySe zminéné studie se zabyvaly neuronalni ztratou a morfologickymi
zménami mozku, jez mély objasnit ¢i vyvratit neuroprotektivni €inky adenosinu a jeho
agonistl puisobici na A; receptory. Zadny z vyse jmenovanych autori viak nehodnotil

neuroprotektivni efekt pomoci behavioralnich funkei testovanych zvirat.
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4  Cile a hypotézy

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv perinatdlni hypoxie na motoricky
vyvoj laboratornich potkani v dalezitych milnicich jejich vyvoje. K hodnoceni
motoriky byly vyuzity motorické testy, jez vychazely z dosaZzené motorické urovné
mladych potkanil. Dal§im cilem této prace bylo hodnoceni motorického vyvoje potkanii
postizenych perinatdlni hypoxii, jimz byla aplikovand latka 2-chloro-N(6)-
cyklopentyladenosin (CCPA).

S kontrolnimi potkany byla porovndna skupina zasazend perinatalni hypoxii a
skupina zasazena perinatdlni hypoxii, u niz byla aplikovana latka CCPA. Déle obé
hypoxické skupiny (s a bez aplikace CCPA) byly porovnany mezi sebou. Porovnani
vsech tii skupin probéhlo v 5 vyvojovych stupnich pro ur€eni zmén motoriky béhem
vyvoje.

Hypotéza 1
Hy Motorika potkanti v ramci jedné skupiny se ve vyvojovych stupnich neméni.

Ha Motorika potkanti v rdmcei jedné skupiny se vyznamné méni ve vyvojovych stupnich
alesponi v jednom z provedenych motorickych testt.

Hypotéza 2
Ho Motorika potkanti se po perinatalni hypoxii vyznamné nezméni v porovnani
s kontrolni skupinou.

Ha Motorika potkanti se po perinatalni hypoxii vyznamné zmeéni alesponi v jednom
z provedenych motorickych testll v porovnani s kontrolni skupinou.

Hypotéza 3
Ho Motorika potkanti se po perinatdlni hypoxii s aplikaci CCPA vyznamné nezméni
v porovnani s kontrolni skupinou.

Ha Motorika potkani se po perinatalni hypoxii s aplikaci CCPA vyznamné zméni
alesponl v jednom z provedenych motorickych testti v porovnani s kontrolni skupinou.

Hypotéza 4
Ho Motorika potkanti se po perinatalni hypoxii s aplikaci CCPA vyznamné nezméni
v porovnani s potkany ovlivnénych pouze perinatalni hypoxii.

Ha Motorika potkanti se po perinatalni hypoxii s aplikaci CCPA se vyznamné zméni
alesponl v jednom z provedenych motorickych testi v porovnani s potkany ovlivnénych

pouze perinatalni hypoxii.
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Hypotéza 5
Ho Aplikace latky CCPA v postnatdlnim obdobi laboratornich potkani ovlivnénych
perinatalni hypoxii vyznamné nezleps$i motoricky projev téchto potkanli v porovnani
s hypoxickou skupinou.
Ha Aplikace latky CCPA v postnatdlnim obdobi laboratornich potkanli ovlivnénych
perinatdlni hypoxii vyznamné zlepS$i motoricky projev téchto potkanli v porovnani
s hypoxickou skupinu.

Hypotéza 6
Ho Motorické deficity u potkanti ovlivnénych perinatalni hypoxii neptetrvavaji do rané
dospélosti v Zadném z motorickych testii.
Ha Motorické deficity u potkanii ovlivnénych perinatalni hypoxii pretrvavaji do rané

dospélosti alesponl ve jednom z motorickych testt.
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5 Metodika vyzkumné ¢asti diplomové prace

Ve vyzkumné ¢asti jsme se pokusili experimentalné testovat motoricky vyvoj
laboratornich potkanti ovlivnénych perinatalni hypoxii a dale zkoumat vliv latky
agonisty adenosinového Al receptoru 2-chloro-N(6)-cyclopentyladenosinu (CCPA) na
motoricky vyvoj perinatdlni hypoxii postizenych mlad’at potkana.

Experimenty byly provadény ve Fyziologickém ustavu Akademie véd Ceské
republiky (AVCR). Byly schvaleny odbornou komisi AVCR, Ze jsou v souladu se
zdkonem CR o ochrané zvifat proti tyrani. Testovani probihalo v zatemnéné mistnosti
s umélym osvétlenim, s odvétravanim a klimatizaci udrzujici stalou teplotu 22 °C.

Zvitata v prubéhu experimentu pobyvala ve zvéfinci ve standardnich klecich
s matkou a se sourozenci z vrhu do P21, nebo pouze se sourozenci stejného pohlavi od P21.
Teplota mistnosti zvétince byla 22+1°C o relativni vlhkosti 60+£5%, v mistnosti byl
nastaven stfidavy rezim tmy a svétla ménici se po 12 hodinach (pfepinani v 6 hodin rano a
18 vecer). Potravu a vodu méla k dispozici neomezeng¢, s vyjimkou doby testovani.

Motorické testy jsem provadela a vyhodnocovala osobné v ¢ase mezi 12. a 17.
hodinou.

K testovani nebylo vyuzito videozdznam, které by poskytly data pro statistické
vyhodnocené kvalitativnich ukazateli motorického projevu. Bylo vSak provedeno
subjektivni slovni hodnoceni nékterych kvalitativnich parametrii motorického projevu
testovanych zvirat. Statisticky vyhodnocené vysledky obsahuji pouze kvantitativné
meétitelné znaky.

Sledovani vyvoje motoriky laboratorniho potkana bylo provedeno celkem na 34
mlad’atech outbredniho kmene Wistar, ve véku P15 az P60, pochazejicich z chovu
AVCR. Zvifata byla podrobena 5 sezeni motorického testovani ve vybranych fazich
vyvoje — P15, P18, P21, P25, P60. Samotnému experimentu piedchézelo predbézné
testovani na 10 zvitatech ve véku P25 pro ziskani zkuSenosti prace s potkany.

Z 34 mlad’at jsme 10 zvifat vyuzili pro kontrolni skupinu (dale skupina C), 13
potkanti bylo ovlivnéno perinatalni hypoxii (dale skupina H) a 11 zvifatim ovlivnénych
perinatalni hypoxii byla aplikovana latka agonista adenosinového Al receptoru 2-
chloro-N(6)-cyclopentyladenosin (CCPA), (dale Skupina HP).

Testovani Skupiny C bylo provedeno na souboru sameckll, pochazejicich z 3
vrhi. Skupina H byla vytvofena ze 2 vrhi s pfitomnosti obou pohlavi, 6 samecka, 7

samicek. Skupinu HP tvofil jeden vrh o 6 sameccich a 5 samickach. Meéfeni
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jednotlivych skupin neprobihalo v piesné stejném ¢asovém obdobi, nemohlo tedy dojit

k zdméné zvitat z riznych skupin.

5.1 Perinatalni hypoxie

Perinatalni hypoxie zacala jiz béhem intrauterinniho vyvoje, kdy biezi matky
byly v 11. dni terminované biezosti (G11) umistény do hypoxické normobarické
komory s obsahem 10% O, ve zbytku N, Matky v komote piebyvaly do doby porodu,
béhem porodu a nasledujicich 6 dni po porodu spolu s mlad’aty. Poté byla ukoncena

hypoxicka faze a cely vrh byl pfemistén do zvéfince s normalnim ovzdusSim.

5.2 Aplikace latky

Potkaniim ze Skupiny HP byl v P14 intraperitonalné aplikovan 2-chloro-N(6)-
cyclopentyladenosinu (CCPA) v davce 1 mg/kg. Aplikace latky probéhla 24 hodin pted
prvnim testovanim motorickych funkci potkant. Latka byla aplikovand jednorazové.

Nebyla vytvotena kontrolni skupina, jiz by byl aplikovan fyziologicky roztok.

5.3 Testy motorickych dovednosti

Pro sledovani motorickych dovednosti byly vybrany 4 motorické testy, jez se dle
reSerSe (Vachovcova, 2012) jevily jako G€inné pro sledovani motorického vyvoje ve 3. a
4. tydnu postnatalniho Zivota. Podle doporu¢eni RNDr. Anny Mikulecké, PhD. bylo
vytvoteno poradi testll jdoucich za sebou, pocCty opakovéni a ¢asové limity u kazdého
testu. Pocet opakovani byl volen tak, aby test poskytl dostatecnou vypovédni hodnotu
pro statistické zpracovani, umoznil testy opakovat bezprostredné¢ za sebou bez
vyrazného vycerpani testovanych potkanli a zaroven co nejvice zamezil i moZnostem
uceni se motorickym dovednostem u téchto zvifat. Vzdy pifimo pfed testovanim byla
vSechna testovana zvifata oznacena a zvazena. Jednotlivé testy byly provadény
bezprostiedné za sebou stile ve stejném potadi: Balance beam test, Horizontal ladder
rung walking test (pravidelny a nepravidelny typ)/Ascending ladder test, Bar holding
test a Rotarod test. V prvnich dvou testech byly naméfeny naraz vSechny pokusy
u jednoho zvifete, zatimco u zbylych dvou testli byl nejprve naméfen jeden pokus
u vSech zvifat a az po namétfeni posledniho zvifete v daném pokusu se pfistoupilo
k méfeni dalSiho pokusu a to z divodi delSiho trvani jednoho pokusu a mozného
vycerpani zvifat. Zvifata byla v pokusech méfena vzdy ve stejném sledu pro zajisténi

dostatecné doby odpocinku mezi jednotlivymi testy.
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Vzhledem k motorickym schopnostem véazanym na v&k potkani byly
pozménény nékteré parametry motorickych testll (viz nize). U potkani s vékem P15 a
P18 byl vyuzity namisto Horizontal ladder rung walking testu Ascending ladder test.
V Balance beam testu u zvitfat v P15 a v P18 byla zménéna Sitka a délka pticky, kterou
zvitata ptechazela. U potkant s vékem P60 tento test nebyl méfen z ditvodu chybéjiciho

vybaveni testovaci laboratote pro takto stara zvifata.

5.3.1 Balance beam test

Vyuziti Balance beam testu slouzi k ohodnoceni motorické koordinace, vyuziva
se také k ohodnoceni kloubni patologie.

V testu, jenz obsahoval 3 pokusy, 15-denni a 18-denni zvitata méla piejit 30 cm
dlouhou pficku Sirokou 3 cm, umisténou 30 cm nad zemi. 21denni a 25denni potkani
méli za kol piejit 60 cm piicku Sirokou 1 cm a taktéZ umisténou 30 cm nad zemi.
U 60-dennich potkant test nebyl provadén.

V testu se métila doba, za kterou potkani usli/ubéhli vyméfenou vzdalenost a
zaroven byl zaznamenan pocet chyb v podobé sklouznuti ¢i neumisténi piedni
koncetiny (PK) ¢i zadni koncetiny (ZK) na balan¢ni tzkou ploSinu, po které se
pohybovali, anebo jako chyba bylo zapocitano, kdyz testovany potkan spadl z ploSiny
dold. V méfeni se nerozliSovalo, zda chyby byly provedeny PK ¢i ZK. V testu byl uréen

Casovy limit 120 s, do kterého potkani museli kol splnit.

5.3.2 Ascending ladder test

Tento test obsahuje dratény Zebiik o Sifce 5 cm a vySce 75 cm s 38 prickami
umistény v thlu 45°. Zakladna Zebiiku je umisténd u hrany stolu, jenz je 35 cm nad
zemi, a vrch Zebfiku je vkontaktu s platformou, kam jsou umisténi sourozenci
testovan¢ho potkana, aby podpofili jeho motivaci pohybovat se smérem nahoru.
Testovany potkan je umistén na spodni pticky Zebiiku (ne vSak k Gplné zikladné
zebtiku, aby mu takovéto umisténi nemohlo poskytnout snadné uniknuti na plochu
stolu). Tento test byl volen u 15-dennich a 18-dennich potkanli z divoda vétsi potieby
takto starych potkanii utéct do bezpeci smérem nahoru a pfipojit se k sourozenctim.

V testu byl méfen Cas, za ktery potkan vySplhal na vySe uloZenou platformu.
Casovy limit byl 60 s. V testu pak byl méfen pocet chyb konéetin bez rozliseni PK ¢&i
ZK. Za chybu bylo povazovano sklouznuti ¢i minuti pficky, anebo opieni koncetiny

o stojnu Zebiiku mimo Uroven podélné pricky.
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5.3.3 Horizontal ladder rung walking test

100 cm dlouhy horizontaln€ umistény Zebiik byl slozeny ze 2 stén z irého
plexiskla a kovovych pfi¢ek o priméru 3 mm, které lze vsunout tak, aby mohly mezi
sebou tvofit minimalni vzdalenost 1 cm. Zebiik byl umistén 12 cm nad zemi
s umisténou prazdnou kleci na jedné stran¢ a s kleci obsahujici sourozence na strané
druhé. Sitka Zebiiku mohla byt aktualné piizpiisobena podle individualni velikosti
potkana, aby se neotocil pfi testovani. Pro métfeni bylo vyuzito 2 horizontalnich Zebiiki.
Jeden Zebiik obsahoval pravidelné rozmisténé pticky po 2 cm (pravidelny typ). Druhy
zebiik obnasel nepravidelné rozmisténé pticky, jejichz vzdalenosti se riznily od 1 cm
do 4 cm (nepravidelny typ).

Potkani méli za kol pfejit oba Zzebtiky ve 4 pokusech, na kazdy Zebiik ptipadaly
2 pokusy. Zaznam kazdého pokusu obsahoval dobu vykonévaného ukolu a pocet chyb
koncetinami bez rozliSeni PKK ¢i DKK. Chyba byla zaznamenéna, kdyZz doslo ke

sklouznuti a propadnuti koncetiny mezi pfickami. Doba pokusu byla limitovana na 60 s.

5.3.4 Rotarod test

Pomoci tohoto testu se vySetfuje motorickd koordinace a rovnovaha. Jednd se
o oto¢ny valec o priméru 6 cm s vrasnénym povrchem, ktery je rozdélen do 4 usekt se
Sitkou 8,5 cm, a ktery se ota¢i rizn€ nastavitelnou rovnomérnou rychlosti. Testované
zvite se umisti na valec hlavou proti sméru otdeni a méii se doba, dokud zviie
nespadne z rotujiciho valce doli.

V kazdém vyvojovém stupni byli potkani méfeni ve 2 pokusech pii zvolené
rychlosti vhodné pro dané vyvojové obdobi. Pro 15-denni a 18-denni potkany byla
zvolena rychlost otaCeni 5 otaCek za minutu (rpm). U 21-dennich a 25-dennich byly
zvoleny 2 rychlosti: 5 rpm a 15 rpm. U 60-dennich potkant byly zvoleny 3 rychlosti: 10
rpm, 15 rpm, 20 rpm. Casovy limit jednoho pokusu byl zvolen na 120 s pro viechna
zvitata do P25. Povazujeme ho za maximalni ¢as, ktery jsou potkani schopni pietrvat na
otadejicim se valci, aniZ by pro tuto &innost ztratili motivaci. Casovy limit byl zménén

u 60-dennich zvifat na 60 s ze stejného divodu.

5.3.5 Bar holding test

Zvite bylo pfednimi packami zavéSeno na horizontdlni dfevénou hrazdu tak, ze

ho testujici osoba drZela jednou rukou za zatylek a druhou rukou mu dopomohla umistit
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pfedni packy na hrazdu. Hrazda byla 25 cm dlouhd, byla umisténa ve vySce 25 cm nad
podlozkou a jeji primér €inil 1 cm.

Byla zaznamendna doba, po kterou se zavéSené zvife na hrazd¢ udrzelo
s casovym limitem 120 s. Déle se sledovalo, jestli byl potkan schopny pfitdhnout ZKK
k hrazdé.

5.3.6 Statistické zpracovani dat

Data vSech 3 skupin, (C, H, HP) naméfena ve vSech vySe zminénych testech a
v soboru obsahujici hmotnost zvifat v kazdém vyvojovém obdobi byla podrobena
statistické analyze pomoci statistického softwaru SigmaStat. VSechna data prosla
deskriptivni statistikou, ktera je urCena pro statistické soubory s jednim argumentem,
pro testovani normality distribuce hodnot. Pro zhodnoceni vysledka byl vyuzity parovy
t-test pro porovnani 2 riznych sezeni u jedné skupiny v jednom vyvojovém obdobi a
pro porovnani stejné skupiny ve 2 vyvojovych obdobi u vybranych testli. Dale byla
vyuzita jednosmérnd analyza rozptylu One way ANOVA, pomoci které jsme zjistovali
odliSnost naméfenych hodnot jednoho testu u 3 riznych skupin s naslednym parovym

srovnavanim Holm-Sidakovym testem. Hladina vyznamnosti byla stanovena na 5%

(P<0,05).
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6  Vysledky

Primérné vysledky se stfedni chybou uvadime v ramci tabulek a signifikantni

rozdily znazorfiujeme v podob¢ obrazka s grafy.

6.1 Hmotnost

Byl zaznamenan hmotnostni ubytek u skupin H a HP ve vSech vyvojovych
fazich v porovnani se skupinou C. Vys§i primérnd hmotnost byla signifikantné
prokézany u skupiny H v porovnani se skupinou HP ve vSech vyvojovych fézich
s vyjimkou P60 (Tabulka 1).

V PI5 jsme vhmotnostnich rozdilech zaznamenali hladinu statistické
vyznamnosti ve v§ech 3 skupinach (C, H, HP) pfi jejich vzdjemném porovnani. Nejveétsi
hmotnost je zaznamenéna u skupiny HP.

V P18 nebyly zjistény signifikantni rozdily v hmotnosti mezi skupinou C a
skupinou H. Zaznamenali jsme vS8ak signifikantni rozdily v hmotnosti mezi skupinou C
a HP a skupinou H a HP.

V P21 byly také zaznamenany signifikantni rozdily mezi skupinou C a HP a
mezi skupinou H a HP.

V P25 byly vypocitany signifikantni rozdily u vSech 3 skupin.

V P60 byly signifikantni rozdily skupin C a H a u skupin C a HP. Rozdil mezi

skupinou H a HP nedosahl statistické vyznamnosti.

Body weight
g 500
- 15 d
= 18d
= 21d
400 1 C— 25d
60 d
*
300 - *
200 -
100 - o
** 002*
* * *

C H P

Obriazek 2. Sloupcovy diagram ukazuje hmotnost (g). Na ose X jsou v Fadé zleva znazornény: skupina C,
skupina H a skupina HP (P). U kaZdé skupiny jsou v riuznych odstinech Sedi znazornény sloupce diagramu
znazornujici jeden vyvojovy stupeii (v fadé zleva: P15, P18, P21, P25, P60). Na ose Y je znazornéna hmotnost
(g). * = sign. rozdily proti sk. C, o = rozdily sk. HP proti H
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Vék (dny) / hmotnost (g) C H HP
P15 37,6 0,48 33,6 £ 0,67 30,7+ 1,11
P18 44,5+0,3 42,3+0,88 36,9+ 1,27
P21 55,9 +£0,37 51,3+ 1,05 447+ 1,6
P25 77,1 £1,09 69,5 + 1,55 60,9 +2,15
P60 389 + 5,15 288 + 18,75 275+ 18,80

Tabulka 1. Primérna hmotnost a + stfedni chyba (g) ménici se s vékem zvirat (P15 — P60) u skupiny C, H a
HP

6.2 Balance beam test

V Balance beam testu jsme méfili 2 kvantitativni parametry: ¢asové hodnoty a

pocet chyb ve 3 sezenich.

6.2.1 Cas

U skupiny C jsme od P15 do P18 zaznamenali vyrazné zkraceni ¢asu potiebné
k pfemisténi po balan¢ni ploS§iné (SirSi typ ploSiny). Rychleji tento tkol testovani
potkani zvladli také v P25 oproti P21 (na uz8im typu balan¢ni ploSiny), (Tabulka 2,
Tabulka 3). Signifikantni rozdily mezi sezenimi jsme zaregistrovali pouze v P25 mezi 1.
a 3. sezenim, kdy u 3. sezeni se vyrazné zkratil ¢as pro vykonani ukolu (Obrazek 3).

Skupiné H trvalo del§i dobu piejit pres pficku nez kontrolni skuping v P15,
v P18 a v P25 ve vSech tfech sezenich. Se signifikantnimi rozdily v P18 (v 1. a 3.
sezeni) a v P25 (1. sezeni). V P15 jsme zaregistrovali signifikantni rozdil mezi 1. a 3.
sezenim, kdy ve 3. sezeni testovanad zvifata splnila ukol mnohem rychleji nez v 1.
sezeni.

U skupiny HP v porovnani se skupinou H jsme naméfili kratSi ¢asy potiebné
k pfejiti obou typi balan¢nich ploSin ve vSech vyvojovych fazich a ve vSech sezenich
s jedinou vyjimkou v P21 v 1. sezeni, kdy primérny ¢as skupiny HP byl nepatrné delsi
(bez signifikantnich rozdilit), nez u skupiny H. Hladiny statistické vyznamnosti jsme
zaregistrovali mezi témito skupinami v P15 v 1. a 2. sezeni a tésn¢ pod hladinou
statistické vyznamnosti se vyskytly vysledky v P25 v2. (P = 0,052) a 3. sezeni.
Signifikantni rozdily mezi sezenimi jsme zaregistrovali v P18 ve 2. sezeni v porovnani
s 1. sezeni, dale v P21 ve 2. a 3. sezeni a v P25 ve 2. sezeni oproti 1. sezeni. U 1. sezeni
jsme naméfili vzdy delsi Casy, nez v dalSich sezenich, coZ dokumentuje schopnost

motorického u€eni pti opakovani tikolu.
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Vek (dny)
/chyby

Cl C2 C3 H1 H2 H3 HP1 HP2 HP3

PI5 3,6 0,79 |34 +0,62 1,5 4037 [3.8 074 (32 +0,77 |1,5 +031 |45 +028 (3.0 043 |24 =045

PIS 1,6 022 [0,6 =022 (02 0,13 [2,7 0,50 [1,6 +0,27 |1,2 +0,40 [1,9 025 [12 035 [I,1 =025

Tabulka 2. Primérny ¢as a + stfedni chyba (s) v Balance beam testu ménici se s vékem zvirat (P15, P18)
u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi sezeni

Veék (dny) /
chyby
P21 34 078 [3.8 0,59 (2,2 20,39 2,0 0,33 |1,7 +0,29 |1,6 +0,30 |2,7 +0,68 12,0 0,54 [2,1 0,67

Cl 2 C3 H1 H2 H3 HPI1 HP2 HP3

P25 |18 044 |16 040 [0.8 %033 [25 042 2,0 045 [1,2 028 1,5 2043 0,8 033 |12 0,35

Tabulka 3. Primérny ¢as a + stiedni chyba (s) v Balance beam testu ménici se s vékem zviirat (P21, P25)
u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi sezeni

6.2.2 Chyby

V tomto testu byli vyfazeni pro statistické zpracovani chyb v P15 ze skupiny C 2
potkani v 1. sezeni a 1 potkan ve 3. sezeni, ze skupiny H 2 potkani v prvnim sezeni, 3
potkani ve 2. sezeni a 2 potkani ve 3. sezeni (ze skupiny HP nebyl vyfazeny Zadny
potkan) protoze do maximalniho casového limitu zistali bez lokomo¢niho projevu a
tedy bez moznosti udélat chybu.

U skupiny C se v P15 snizoval pocet chyb pti kazdém dalSim provedeném sezeni
(Tabulka 4). Mezi 1. a 3. sezenim jsme spocitali signifikantni rozdily. PoCty chyb se
dale snizovaly V P18 (jiz bez signifikantnich rozdilti), a kdy také v P18 testovani
potkani déli vyznamné méné chyb nez v P15. V P21 a v P25 rozdily v poctu chyb byly
méné vyrazné (neprokézaly se signifikantni rozdily), (Tabulka 5).

U skupiny H jsme zaznamenali signifikantni rozdily v P21, kdy ptekvapivé
hypoxii ovlivnéna zvifata prokazovala vyrazné niz$i pocet chyb, nez zvitata z kontrolni
skupiny. V tomto piipadé si tyto vysledky vysvétlujeme tim, ze hypoxicka zvirata méla
zcela zménény motoricky vzor pfi plnéni ukolu, ktery tak zptsobil nizsi pocet chyb (viz
Subjektivni hodnoceni 6.2.3). Statisticky vyznamné rozdily mezi sezenimi jsme
zaznamenali v P15 a v P25 ve 3. sezeni v porovnani s 1. sezenim.

U skupiny HP jsme v poctu chyb nezaregistrovali Zadné signifikantni rozdily od
skupiny H 1 od skupiny C s vyjimkou v P21 ve 2. sezeni, kdy skupina HP podobné jako
skupina H méla vyrazné¢ méné chyb v porovnani se skupinou C. Domnivame se, Ze
divod je stejny jako u skupiny H. Statisticky vyznamné rozdily mezi sezenimi jsme

zaregistrovali pouze v P15 ve 2. a 3. sezeni v porovnani s 1. sezenim.

Vék (dny)
/chyby

C1 C2 C3 H1 H2 H3 HP1 HP2 HP3

P15 3,6 +0,79 (3,4 0,62 (1,5 =037 |3,8 0,74 |3,2 0,77 |1,5 0,31 [4,5 0,28 |3,0 0,43 (24 =045

P18 1,6 +0,22 (0,6 0,22 (0,2 0,13 |2,7 0,50 |1,6 0,27 |1,2 0,40 (1,9 =025 |1,2 0,35 [I,] £0,25

Tabulka 4. Primérny pocet chyb a + stfedni chyba v Balance beam testu ménici se s vékem zvirat (P15, P18)
u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi sezeni
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Vek (dny) / c (&) a HI H2 H3 HP1 HP2 HP3
chyby
P21 (34  +0,78 3.8 0,59 [22 039 |20 033 |17 £029 |16 030 |27 0,68 [20 0,54 |21 0,67
P25 |18 +044 |16 040 |08 033 |25 042 [2,1 045 |12 2028 |15 043 |08 033 |12 035

Tabulka 5. Priimérny pocet chyb a + stfedni chyba v Balance beam testu ménici se s vékem zviFat (P15, P18)
u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi sezeni

6.2.3 Subjektivni hodnoceni kvality pohybu

U 5 potkanti (38 %) ze Skupiny H a u 4 potkant (36 %) ze Skupiny HP ve
véku P15 byly z diivodl motorické dyskoordinace a nestability zaznamenany pady pfi
pfechézeni balan¢ni ploSiny. Pady se u téchto potkanli objevovaly 1 pfi pokusu o otocku
pro potifebu zménit smér v pohybu. V P15 se u 5 potkant (38 %) ze skupiny H a u 6
potkanli (55%) ze skupiny HP objevil pohyb pomoci pouze PKK, zatimco ZKK byly
bezvladné tazeny za télem. Pady ani pohybové odchylky se nevyskytly u skupiny C.

V P18 se potkani ve vSech skupinach pohybovali pravidelnou recipro¢ni chiizi
pomoci vSech koncetin.

V P21 byla pficka, na které méla zvifata pfechazet vyménéna za delsi a uzsi.
V tomto véku se u 9 zvifat (69 %) ze skupiny H a u 10 zvitat (90 %) ze skupiny HP
vyskytl charakteristicky motoricky projev pohybu vpied, ve kterém zvifata pevné
obemkla zadnimi koncetinami uz$i (1 cm Sirokou) platformu a pohybovala se pouze
pomoci silného tahu PKK. Vykazovala tak mensi pocet chyb nez jejich druzi ze stejné
skupiny, ktefi se pohybovali pomoci vSech 4 koncetin, a ktefi délali nejcastéji chyby
zadnimi koncetinami. Tento motoricky projev nebyl zaznamenan u skupiny C.

V P21 jsme zaznamenali ve vSech tfech testovanych skupinach snizenou potiebu
otoCky pro zménu sméru pohybu, jejiz divod spocival v rychlej§i moznosti uniku ke
stabilni ploSin€. Domnivame se, Ze testovana zvifata byla vice motivovanad dosdhnout
vzdalenéjsi ploSiny s umisténymi sourozenci.

V P25 ve skupin€ H se v prvnim pokuse objevil u 8 zvitat (62 %) vySe zminény
pozménény motoricky vzor, ve kterém testovani hlodavci vyuzili pouze PKK namisto
kvadrupedalni lokomoce, pouze vSak jedno zvite (8 %) vykazovalo tento vzor ve vSech
3 pokusech. U skupiny HP se timto zpisobem v prvnim pokuse pohybovalo 8 zvitat
(72%) a tento vzor pretrval u 3 jedinct (27 %) ve vSech 3 pokusech.

U 60-dennich potkanli se tento test nedélal z divodii nedostatecné technické

vybavy pohybové laboratofe pro takto staré potkany.
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Obrazek 3. Sloupcovy diagram ukazuje vysledky Balance beam testu v P15 (prvni 2 grafy od shora), v P18
(druhé 2 grafy od shora), v P21 (tfeti 2 grafy od shora) a v P25 (nejniZe umisténé 2 grafy). Na ose X jsou v iadé
Zleva znazornény: poradi sezezni (Ist, 2nd, 3rd); v kaZzdém sezeni sloupce diagramu znazoriuji: skupinu C
(¢erné), skupina H (svétle Sedé) a skupina HP (tmavé Sedé€) u vSech 8 grafii. Na ose Y u grafu vlevé casti
obrazku je znazornéna doba (s), za kterou testovani potkani presli balan¢ni ploSinu. Na ose Y v pravé ¢asti
obrazku je zobrazen pocet chyb (N), které pii pfechazeni balané¢ni ploSiny potkani udinili. x = rozdil mezi 1. a
2. sezenim; o = rozdil proti sk. C; # = rozdil sk. HP proti sk. H

6.3 Ascendingl ladder test

V Ascending ladder testu jsme méfili u 15 a 18dennich mlad’at 2 kvantitativni

parametry: ¢asové hodnoty a pocet chyb ve 2 sezenich.
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6.3.1 Cas

U skupiny C jsme naméfili niz§i pramérny cas potiebny pro vylezeni
ascendentniho Zebiiku v P18 nez v P15 ve 2. sezeni V P18 jsme také naméfili statisticky
vyznamng¢ krats$i ¢as ve 2. sezeni v porovnani s 1. sezenim (Tabulka 6).

U skupiny H jsme zaznamenali signifikantni rozdil v dobé vylezeni po
ascendentnim zebiiku v P15 v porovnani se skupinou C, kdy zvifata ze skupiny H
potiebovala vice nez dvojndsobny prumérny ¢as ke zdolani stejného tikolu jako skupina
C v obou sezenich (Obrazek 4). V P18 se tento ¢as u skupiny H zkratil o vice nez
polovinu v prvnim sezeni pii srovnani s ¢asem v P15. Rozdily v P18 v porovnani se
skupinou C byly jesté signifikantni ve 2. sezeni.

U skupiny HP jsme v P15 u obou pokusti zaznamenali krat$i dobu potiebnou ke
zvladnuti tkolu, nez bylo zaregistrovano u skupiny H, avSak rozdily nedosahly hladiny
statistické vyznamnosti. Signifikantné del$i cas jsme vSak spocitali v porovnani se
skupinou C. V P18 priimérna doba potiebna pro vylezeni ascendentniho Zebiiku byla

u skupiny HP signifikantné kratsi nez u skupiny H v 1. sezeni.

Vék (dny) / ¢as (s) H1 H2 c1 c2 HP1 HP2
P15 87,4 +750 |71,4 49,78 |43,6 +8,90 40,2 +12,69 |66,7 +7,70 |552 49,64
P18 492 4525 |[31,0 +565 |36,3 +1028 |18,6 +2,85 30,3 436 |[21,9 46,57

Tabulka 6. Primérny &as a + stfedni chyba (s) v Ascendingl ladder testu ménici se s vékem zvirat (P15, P18)
u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi sezeni

6.3.2 Chyby

V tomto testu byli vyfazeni pro statistické zpracovani chyb v P15 ze skupiny H 1
potkan v 1. sezeni, 3 potkani ve 2. sezeni z divodu naméfeni maximalniho ¢asového
limitu bez lokomo¢niho projevu a tedy bez moZnosti u¢inéni chyb.

Pocet chyb byl v 1. pokuse u skupiny C v P15 vyznamné& vyssi nez ve 2. pokusu.
V P18 se tento pocet v 1. sezeni vyznamné snizil v porovnani s poctem chyb v P15
(Tabulka 7). V P18 se mezi sezenimi nevyskytly vyznamné rozdily.

U skupiny H jsme nezaznamenali vyrazné rozdily v po¢tu chyb v porovnani se
skupinou C v P15 ani v P18. Signifikantni rozdily se u této skupiny objevily pouze v 1.
a2.sezeniv P15.

Rozdil s dosazeni statistické vyznamnosti se objevil u skupiny HP v P15 v obou
sezenich, kde se objevilo vyrazné navySeni chyb pfi srovnani se skupinami C. Vyrazné
snizeni v poctu chyb se u skupiny HP objevilo v P18 pfi srovnani s poctem chyb v P15.

V porovnani se skupinami C a H méli testovani potkani ze skupiny HP v P18 nejméné
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chyb s dosazenim signifikantniho rozdilu se skupinou H v 1. sezeni a se skupinou C ve

2. sezeni.

6.3.3 Subjektivni hodnoceni kvality pohybu

Ve veéku P15 potkani ze skupiny H z pocatku setrvavali na mist¢ a mapovali
terén po stranach Zebiiku. 3 potkani (23 %) zastali na misté¢ po celou dobu ¢asového
limitu. Domnivame se, Ze divodem setrvani na misté byl velky strach z padu v prib¢hu
lezeni. U 9 testovanych zvitat (69 %) ze skupiny H a u 6 zvitat (55 %) ze skupiny HP
byl zaznamenan pribéh pohybu pomoci homologniho lezeni namisto recipro¢niho
umisténi pacek na pficky Zebtfiku. Do motorického projevu navic byli minimalné
zapojené ZKK, kde nebyl zaznamenan odraz od obou ZKK ani nakrok jedné ZK. Pohyb
byl uskute¢nén pres vytazeni PKK. Tento motoricky stereotyp nebyl sledovan u skupiny
C.

V P18 jsme registrovali sniZenou motivaci dostat se ke svym sourozenctim u 7
potkanti (54 %) ze skupiny H. Tito potkani se namisto pohybu do vysky otaceli a volili

obraceny zpusob uniku.

Vék (dny) / chyby H1 H2 c1 c2 HP1 HP2
P15 55  +0,56 |40 037 |52 065 |26 038 |74 £0,87 |59 +£1,15
P18 32 £0,54 |23 4035 |26 065 |25 4050 |1,7 0,51 1,3 +0,49

Tabulka 7. Primérny pocet chyb a + stfedni chyba v Ascending ladder testu ménici se s vékem zvirat (P15,
P18) u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poi'adi sezeni
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Obrazek 4. Sloupcovy diagram ukazuje vysledky Ascending ladder testu v P15 (horni 2 grafy) a
v P18 (dolni 2 grafy). Na ose X jsou v fadé€ zleva znazornény: skupina C, skupina H a skupina HP
u vSech 4 grafi. Na ose Y u grafii v levé ¢asti obrazku je znazornéna doba (s), za kterou testovani
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potkani z danych skupin vylezli na ascendentni Zebrik. Na ose Y v pravé ¢asti obrazku je zobrazen
pocet chyb (N), které béhem lezeni testovani potkani uéinili. Cerné jsou zaznamenany vysledKky 1.
sezeni, Sedé vysledKy 2. sezeni. x = rozdil mezi 1. a 2. sezenim; o = rozdil proti skupiné C; # = rozdil
sk. HP proti sk. H

6.4 Horizontal ladder rung walking test - pravidelny typ

V pravidelném typu horizontdlniho Zebfiku jsme méfili 2 kvantitativni

parametry: ¢asové hodnoty a pocet chyb ve 2 sezenich.

6.41 Cas

U skupiny C se v P25 potfebnd primérna doba k piejiti horizontalniho Zebiiku
signifikantné zkratila (pfiblizn€ o polovinu v obou sezenich z ptivodni doby namétené
v P21). V P60 jiz nebyla zaznamenana kratsi doba pfi plnéni tkolu (Tabulka 8), ve 2.
sezeni byly naopak naméteny vys$si hodnoty oproti 1. sezeni se signifikantnim rozdilem.

U skupiny H byla v P21 (ve 2. sezeni) a v P25 (obou sezenich) namétena
vyznamné del§i doba u testovanych zvifat pii plnéni ukolu, neZ jsme zaznamenali
u skupiny C (Obrazek 5). V P60 jsme naopak u skupiny H zaznamenali signifikantné
krat$i Cas v 1. sezeni v porovnani se skupinou C

U skupiny HP jsme v P21 zaznamenali krat$i primérmné Casy nez u skupiny H,
avSak bez dosazeni hladiny statistické vyznamnosti. V P25 tyto rozdily jiz hladiny
statistické vyznamnosti dosahly v obou pokusech. Déle signifikantné krat$i primérna

doba se objevila v P60 v porovnani se skupinou C.

Vék (dny) /cas (s) H1 H2 c1 c2 HP1 HP2
P21 16,5 226 |14,7 £1,51 [12,7 236 |96  =+1,87 |13,6 1,96 [123 =I,11
P25 17,5 2,24 |148 £226 |70 052 |62 0,69 |70 0,67 |63  +0,60
P60 92 0,96 |88 1,06 |86  +0,93 |16 +2,68 |68 081 |65  £128

Tabulka 8. Primérny €as a =+ stfedni chyba (s) v Horizontal ladder rung walking testu (pravidelny typ) ménici
se s vékem zvifat (P21, P25, P60) u skupiny C, Ha HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi sezeni

6.4.2 Chyby

U skupiny C dochazelo k postupnému snizovani poctu chyb s narlstajicim
vékem testovanych potkanil v obou sezenich (Tabulka 9).

U skupiny H se v P21 objevil signifikantni rozdil v po¢tu chyb u obou sezenich
pfi srovnani se skupinou C. Tento rozdil stile pfetrvaval v P25 v 1. sezeni. V P60
nebyly zaregistrované signifikantni rozdily mezi zddnou skupinou.

U skupiny HP byly V P21 zaznamenany nejvyraznéjsi rozdily v primérném
poctu chyb. Hladina statistické vyznamnosti byla dosaZzena mezi skupinou HP a C

u obou pokusti. V P25 prumérny pocet chyb vyznamné klesl pti srovnani s poctem chyb
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v P21. Zaznamenané rozdily v porovnani se skupinami C i H nebyly jiz v P25 a v P60

vyznamné. Signifikantné krat$i primérny ¢as byl pouze naméfen ve 2. sezeni proti 1.

sezeni.
Vék (dny) / chyby H1 H2 c1 C2 HP1 HP2
P21 54 084 |65 057 |24 045 |23 037 |70 0,65 |69 0,72
P25 32 +045 2,7 056 |1,6 034 |1,6 037 |29 +0,97 |26 0,47
P60 0,5 0,18 |0,7 031 |08 025 |08 029 |13 =041 |03 0,20

Tabulka 9. Primérny pocet chyb + stiedni chyba v Horizontal ladder rung walking testu (pravidelny typ)
ménici se s vékem zviiat (P21, P25, P60) u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi
sezeni.
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Obriazek 5. Sloupcovy diagram ukazuje vysledky Horizontal ladder rung walking testu s pravidelné
umisténymi prickami v P21 (horni 2 grafy) a v P25 (prostiedni 2 grafy) a v P60 (dolni 2 grafy). Na
ose X jsou v Fadé zleva znazornény: skupina C, skupina H a skupina HP u vSech 6 grafii. Na ose Y
u grafi v levé ¢asti obrazku je znizornéna doba (s), za kterou testovani potkani piesli pravidelny
horizontalni Zebrik. Na ose Y v pravé casti obrizku je zobrazen pocet chyb (N), které pri
prechizeni pravidelného Zebiiku testovani potkani u€inili. Cerné jsou zaznamenany vysledky
prvniho sezeni, Sedé vysledky 2. sezeni. x = rozdil mezi 1. a 2. sezenim; o = rozdil proti sk. C; # =

rozdil sk. HP proti sk. H
6.5 Horizontal ladder rung walking test — nepravidelny typ

V nepravidelném typu horizontdlniho Zzebiiku jsme méfili 2 kvantitativni

parametry: ¢asové hodnoty a pocet chyb ve 2 sezenich.
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6.5.1 Cas

Cas u skupiny C, ktery jsme zaznamenali v P21 v obou sezenich, se vyrazné
nezménil v P25. V P60 se sice prodlouzil, ale nedoséhl hladiny statistické vyznamnosti.

U skupiny H byly zaznamenany signifikantn€ del$i ¢asy v obou sezenich v P21
v porovnani se skupinou C (Tabulka 10). V P25 signifikantni rozdil jesté ptetrval 1.
sezeni. V P60 nebyly zaznamenany rozdily mezi skupinami.

U skupiny HP nebyly zaznamendny vyrazné rozdily v Case pii srovnani se
skupinou C v zadné vyvojové fazi (P21, P25, P60) v obou sezenich (Obrazek 6).
Signifikantn€ krat$i primérmé Casy v obou sezenich byly namétené v P21 i v P25 pfi

srovnani se skupinou H.

vék (dny) /&as (s) H1 H2 cl ) HP1 HP2
P21 288 6,10 [242 371 |79 1,75 |89  £1,55 |12,1 £1,74 |115 227
P25 214 359 [147 291 |86 1,71 |11,3  £132 |92  £1,65 |77 0,96
P60 95 129 |[124 +181 |153 1,53 |143 £1,09 |92  £121 |105 +130

Tabulka 10. Primérny ¢as a + stiedni chyba (s) v Horizontal ladder rung walking testu (nepravidelny typ)
ménici se s vékem zvirat (P21, P25, P60) u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi
sezeni

6.5.2 Chyby

U skupiny C se postupné snizoval pocet chyb v obou sezenich s nardstajicim
veékem testovanych potkani (Tabulka 11).

U skupiny H byl primérny pocet chyb signifikantn¢ vyssi nez u skupiny C
v obou sezenich v P21. Tento rozdil jiz nebyl patrny v P25 a v P60.

U skupiny HP v P21 byl zaznamenan vyssi pocet chyb nez u skupiny C a
zaroven mensi pocet chyb, nez u skupiny H v obou pokusech. Tyto rozdily dosahly
hladiny statistické vyznamnosti v 1. sezeni. V P25 jiz nebyly rozeznatelné rozdily
v porovnani se skupinami C a H. V P60 byl u skupiny HP zaznamenin nejmensi
priumérny pocet chyb ze vSech skupin se signifikantnim rozdilem pii srovndni se

skupinou H v 1. sezeni.

Vék (dny) / chyby H1 H2 c1 c2 HP1 HP2
P21 44 043 |49 £0,67 |20 042 |26 045 |[3,7 0,60 |33 0,57
P25 23 055 |1,8 +028 |16 034 |1,5 =034 |13 =041 |20 0,38
P60 1,8 041 1,1 £024 |12 042 |12 £033 |05 025 |05 =021

Tabulka 11. Primérny pocet chyb a =+ stiedni chyba v Horizontal ladder rung walking testu (nepravidelny
typ) ménici se s vékem zvirat (P21, P25, P60) u skupiny C, Ha HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano

poradi sezeni
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Obrazek 6. Sloupcovy diagram ukazuje vysledky Horizontal ladder rung walking testu
s nepravidelné umisténymi prickami v P21 (horni 2 grafy) a v P25 (prostfedni 2 grafy) a v P60
(dolni 2 grafy). Na ose X jsou v iadé zleva znazornény: skupina C, skupina H a skupina HP u v§ech
4 grafi.. Na ose Y u grafii vlevé ¢asti obrazku je znazornéna doba, za kterou testovani potkani
presli nepravidelny horizontilni Zebiik. Na ose Y v pravé ¢asti obrazku je zobrazen pocet chyb (N),
které pri pirechazeni nepravidelného Zebfiku testovani potkani ufinili. Cerné jsou zaznamenany
vysledky prvniho sezeni, Sedé vysledky 2. sezeni. x = rozdil mezi 1. a 2. sezenim; o = rozdil proti sk.
C; # =rozdil sk. HP proti sk. H

6.6 Bar holding test

U skupiny C se doba zavésu na hrazd¢ prodluZzovala s vékem do P25 v obou
sezenich. V P25 jsme zpozorovali signifikantni rozdil pfi porovnani vydrze na hrazdé
v 1. a 2. pokuse, kdy v 2. jsme zaznamenali vyrazné krat$i primérny cas testovanych
zvitat, nez v 1. pokuse (Tabulka 12). V P60 se testovand zvifata udrzela v zavésu
nejkratsi ¢as v obou pokusech ze vSech testovanych vyvojovych fazi. Hladiny statistické
vyznamnosti dosahl rozdil mezi 1. a 2. sezenim v P60.

U skupiny H jsme zaznamenali primérnou nejkrat$i dobu vydrZze na hrazdé
v P15 pii srovndni se skupinou C a HP (Obrazek 7). Tyto rozdily vSak nebyly

signifikantni pro skupinu C a zaroven dosahly signifikantniho rozdilu u skupiny HP.
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Signifikantni rozdily skupiny H byly patrné 1 v P18 ve druhém sezeni pfi srovnani
s obéma skupinami (C a HP). V tomto véku u skupiny H bylo 2. sezeni vyznamné kratsi
v porovnani s 1. sezenim. V P21 nebyly jiz zaznamenany signifikantni odchylky od
obou skupin (C a HP) v obou sezenich. V P25 jsme zaregistrovali u skupiny H dokonce
vyznamné del$i primérné Casy zaveésu na hrazd€ ve 2. sezeni a zaroven v P60 v obou
sezenich pfi srovnani se skupinou C.

U skupiny HP byly zaznamendny nejdel$i primérné Casy ve vSech testovanych
vyvojovych fazich v obou sezenich. Statisticky vyznamné rozdily jsme zaznamenali
v P15 v 1. sezeni a v P18 ve 2. sezeni pii srovnani se skupinou H a také v P25 v 2.
pokuse pfi srovndni se skupinou C. Signifikantné del$i primérné ¢asy jsme zaznamenali

jesteé v P60 pfi srovnani se skupinou C v obou sezenich.

6.6.1 Subjektivni hodnoceni kvality pohybu

Vsechna zvifata od P15 do P25 ze vSech 3 skupin pfitdhla dolni koncetiny
k hrazdé€. V P60 5 potkant (50 %) ze skupiny C, 6 potkanli (46 %) ze skupiny H a 1
potkan (9 %) ze skupiny HP nepfitahli ZKK. Soudime, Ze divodem poklesu poctu
ptitazenych koncetin k hrazd€ u testovanych zvitat je vys§i hmotnost a mensi strach
z padu. VSechna zvifata ze skupiny C (100 %) a 5 potkanl (38 %) ze skupiny H a 1
potkan (9 %) ze skupiny HP v P60 vykazovala snizenou motivaci udrZet se na hrazdé.
Tato tendence se u skupiny C objevila uz v P25 pfi testovani zvifat ve 2. sezeni.
Myslime si, Ze mensi pocet potkanil se snizenou motivaci u skupiny H a HP je dano
vétSim strachem testovanych zvifat z padu. Déle se domnivame, Ze signifikantné delsi
vydrz v zavésu potkanll ze skupiny H a HP je nejen z divodl lepsi motivace, ale i

diisledkem niz§i hmotnosti zvifat z téchto skupin.

vk (dny) /¢as (s) c1 2 H1 H2 HP1 HP2
P15 150 +2,80 | 154 2,64 | 98 +144 | 83  +1,60 | 21,1  +4,00 | 17,0 42,71
P18 350 48,58 | 37,2 49,36 | 26,7 +4,08 | 13,2 +1,53 | 42,7 49,94 | 434 +1023
P21 652 +12,27 | 61,6 +16,23 | 71,8 +10,05 | 67,2 +11,40 | 79,3 +12,12 | 82,5 +11,70
P25 91,2 11,88 | 39,4 13,81 | 99,2 $11,07 | 104,2 9,84 | 102,5 9,76 | 111,0 6,23
P60 83 +1,13 | 51 0,69 | 43,8 +12,48 | 40,2 +13,53 | 58,9 +14,86 | 51,7 +14,15

Tabulka 12. Primérny &as a + stfedni chyba (s) v Bar holding testu ménici se s v€kem zvifat (P15 - P60)
u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je udano poradi sezeni
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Obrazek 7. Sloupcovy diagram ukazuje vysledky Bar holding testu v P15 (1. graf od shora), v P18 (2.
graf od shora), v P21 (3. graf od shora), v vP25 (4. graf od shora) a v P60 (posledni graf od shora).
Na ose X jsou v Fadé zleva znazornény: skupina C, skupina H a skupina HP u vSech S grafi. Na ose
Y u grafi je znizornén &as (s), po ktery se testovani potkani udrZeli na hrazdé. Cerné jsou
zaznamenany vysledky prvniho sezeni, Sedé vysledky 2. sezeni. x = rozdil mezi 1. a 2. sezenim; o =
rozdil proti slup. C; # = rozdil sk. HP proti sk. H
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6.7 Rotarod test

V Rotarod testu jsme pouzili 4 rizné rychlosti otacek.

6.7.1 Neonatalni obdobi od P15 do P21

V tomto obdobi jsme pouzili 2 rychlosti: 5 rpm a 15 rpm.
6.7.1.1 Rychlost otacek -5 rpm

U skupiny C se doba vydrze na valci v 1. pokusech prodluzovala s ptibyvajicim
vékem do P21. Doba vydrze ve 2. pokusu se nepatrné zvySovala od P18 s pfibyvajicim
vékem (Obrazek 8). V P25 se zkratila primérnd doba zaznamenand v 1. pokuse od
hodnot namétenych v P21. V P25 jsme zaznamenali signifikantné vys$si primérné casy
ve 2. sezeni oproti 1. sezeni.

U skupiny H se ¢as setrvani na valci rovnomérné prodluzoval s nabyvajicim
vékem az do P25 v obou pokusech (Tabulka 13). Podobné jako u skupiny C byly Casy
ve 2. sezeni del§i, neZ vprvnim sezeni ve vSech fazich vyvoje (bez statistické
vyznamnosti). VP18 a v P21 byla primérnd doba setrvani na valci krat§i v obou
pokusech nez u skupiny C, avSak bez dosazeni hladiny statistické vyznamnosti. V P25
se vSak prumérny cas prodlouzil v 1. sezeni oproti skupiné C (bez zaznamendni
signifikantnich rozdil®).

U skupiny HP se také prodluzovala vydrz na otaejicim se valci v pribchu
vyvoje. Od P18 do P25 byla priimérna doba v udrzeni se na Rotarod del$i nez u skupiny
H (bez statistické vyznamnosti), pfesto nedosahovala vysledk skupiny C v prvnim
sezeni od P18 do P21 (bez statistické vyznamnosti). V P21 byla zaznamenéna
signifikantné del$i doba setrvani na valci ve 2. sezeni proti 1. sezeni. V P25 se testovani
potkani ze skupiny HP udrzZeli na valci ze vSech skupin nejdéle v obou pokusech (bez

signifikantnich rozdilt).

Vék (dny) / Cas (s) c1 C2 H1 H2 HP1 HP2
5rpmv P15 9,0 +197 | 179 4507 | 12,7 +£2,74 | 140 +2,82 | 18,5 437 | 13,5 4233
5rpmv P18 61,8 +849 | 890 £1336 | 32,0 +8,76 | 58,8 +I11,72| 52,5 9,82 | 64,3 +12,95
5rpm v P21 84,4 +14,91 | 103,7 10,10 | 64,5 10,89 | 69,7 +12,64 | 74,2 +13,68 | 90,1 +13,01
5 rpm v P25 66,4 +1555 | 109,2 +10,80 | 92,3 +12,29 | 113,2 46,52 | 106,0 7,47 | 120,0 0,00
10 rpm v P60 60,0 0,00 | 60,0 0,00 | 60,0 0,00 | 60,0 #0,00 | 48,8 4,01 | 553 43,03
15 rppm v P21 96,3 12,20 | 90,5 14,42 | 851 11,18 | 71,7 12,02 | 87,2 #12,17 | 63,3 12,30
15 rpm v P25 103,0 +11,47 | 103,4 #11,10 | 93,1 +10,84 | 101,2 +10,34 | 97,7 #12,16 | 111,0 9,00
15 rpm v P60 60,0 0,00 | 56,5 #3,50 | 60,0 0,00 | 60,0 #0,00 | 558 3,01 | 59,5 0,55
20 rpm v P60 49,1 #4225 | 49,7 +4,95 | 60,0 #0,00 | 60,0 +0,00 | 587 +1,33 | 60,0 +0,00

Tabulka 13. Primérny ¢as a + stfedni chyba (s) v Rotarod testu ménici se s vékem zviiat (P15 - P60) a s danou
rychlosti (5 rpm, 10 rpm, 15 rpm, 20 rpm) u skupiny C, H a HP. Cislicemi za pismeny C, H, HP je uddno
poradi sezeni.
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Obriazek 8. Sloupcovy diagram ukazuje vysledky Rotarod testu pii rychlosti 5 rpm v P15 (1. graf od
shora), v P18 (2. graf od shora), v P21 (3. graf od shora), v P25 (4. graf od shora). Na ose X jsou
v Fadé z leva znazornény: skupina C, skupina H a skupina HP. Osa Y oznacuje ¢as, po ktery se
testovani potkani udrzZeli na otacejicim se valci. Cerné jsou zaznamenany vysledky prvniho sezeni,
Sedé vysledky 2. sezeni. x = rozdil mezi 1. a 2. sezenim; o = rozdil proti sk. C; # = rozdil sk. HP proti
sk. H

Rychlost otacek: 15 rpm

U skupiny C se casové hodnoty vyznamné nezménily v P21 a P25 v obou
métenich (Obrazek 9).

PrestoZze byly u skupiny H zaznamenany primérné ¢asy o néco nizsi v P21 1
v P25 v obou pokusech pii srovnani se skupinou C, nebyly nalezeny signifikantni

rozdily.

67



cwwvr

srovnani se skupinou C, avsak i zde bez signifikantnich rozdilt. Vyrazné;jsi rozdil (bez
dosazeni hladiny statistické vyznamnosti) byl zaznamenan mezi skupinou C a HP ve 2.

sezeni v P21.
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Obrazek 9. Sloupcovy diagram ukazuje vysledky Rotarod testu p¥i rychlosti 15 rpm v P21 (horni
graf), v P25 (dolni graf). Na ose X jsou v fadé z leva znazornény: skupina C, skupina H a skupina
HP. Osa Y oznatuje &as (s), po ktery se testovani potkani udrZeli na ota¢ejicim se valci. Cerné jsou
zaznamenany vysledky prvniho sezeni, Sedé vysledky 2. sezeni.

6.7.2 Rana dospélost (P60)
V tomto obdobi jsme zvolili 3 ryhlosti: 10 rpm, 15 rpm a 20 rpm.

6.7.2.1 Rychlost otacek: 10 rpm

Mezi skupinami C a H nebyly nalezeny rozdily ani v jednom z pokusti. Vyrazné
krats$i doba v 1. pokusu byla zaznamenana u skupiny HP v porovnani se skupinami C i

H, av8ak bez dosazZeni statistické hladiny vyznamnosti.
6.7.2.2 Rychlost: 15 rpm

Nebyly nalezeny zadné vyznamnéjsi rozdily pfi srovnani jednotlivych skupin

v obou pokusech.

68



6.7.2.3 Rychlost: 20 rpm

Signifikantni rozdily byly zjiStény u skupiny C v porovnani se skupinami H a
HP (Obrazek 10). Primérnd doba testovanych zvifat ze skupiny C nedosahovala

maximalniho ¢asového limitu, jako u vétSiny testovanych zvitat ze skupiny H i HP.
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Obriazek 10. Sloupcovy diagram ukazuje vysledky Rotarod testu v rané dospélosti (P60) s rychlosti
10 rpm (horni graf), s rychlosti 15 rpm (prostiedni graf) a s rychlosti 20 rpm (dolni graf). Na ose X
jsou v radé zleva znazornény: skupina C, skupina H a skupina HP. Osa Y oznacuje ¢as (s), po ktery
se testovani potkan udrZeli na otadejicim se valci. Cerné jsou zaznamenany vysledky prvniho
sezeni, Sedé vysledky 2. sezeni. x = rozdil mezi 1. a 2. sezenim; o = rozdil proti sk. C; # = rozdil sk.
HP proti sk. H

6.7.3 Subjektivni hodnoceni kvality pohybu

Domnivame se, Zze zaznamenané pady v Rotarod testu v P21 a v P25 u vSech 3
skupin byly dany ztratou motivace setrvat na otacejicim se valci. Obdobné zavéry jsme
udélali i v pfipadé skupiny C v P60. Zvifata se také pravdépodobné naucila, ze pad

z valce neni bolestivy.
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6.8 Testovani hypotéz

Hypotéza 1
Hy byla odmitnuta vzhledem k signifikantnim zménam u vSech 3 skupin v motorickém
chovani béhem vyvojovych stupiii ve vSech motorickych testech.
Ha se potvrdila.

Hypotéza 2
Hy byla odmitnuta vzhledem k signifikantnim zménam motoriky u potkanii po
perinatalni hypoxii v porovnani s kontrolni skupinou.
Ha se potvrdila.

Hypotéza 3
Hy byla zamitnuta vzhledem k signifikantnim zméndm motoriky u potkanii po
perinatalni hypoxii s aplikaci CCPA v porovnani s kontrolni skupinou.
Ha se potvrdila.

Hypotéza 4
Hy byla zamitnuta vzhledem k signifikantnim zméndm motoriky u potkanii po
perinatalni hypoxii s aplikaci CCPA v porovnani s hypoxickou skupinou
Ha se potvrdila.

Hypotéza S
Hy byla zamitnuta vzhledem k signifikantn¢ lep§im motorickym projeviim laboratornich
potkanti ovlivnénych perinatalni hypoxii, jimz byla postnataln¢ aplikovéana latka CCPA,
v porovnani s potkany ovlivnénych pouze perinatalni hypoxii.
Ha se potvrdila.

Hypotéza 6
Hy se potvrdila
Ha byla zamitnuta vzhledem k statisticky nevyznamnym rozdilim mezi potkany

ovlivnénych perinatalni hypoxii a kontrolnimi potkany v rané dospélosti.
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7 Diskuse

Studie modelti perinatalni hypoxie poskytuji dulezit¢ poznatky o mechanismu
vzniku cerebralniho poskozeni, ktery byva ptic¢inou vzniku neurologickych deficitt.
Vramci konkrétniho postizeni mozku pojednavaji o mozném funkénim Ci
histopatologickém dopadu a o dal§i progresi tohoto postizeni. Umoziuji tak ziskat
podklad pro zvoleni terapeutickych tercl, jejichz cilem je zmirnéni neurologického
defektu a dosazeni co nejlepsiho dalsiho vyvoje postizenych jedinci.

Kazdy model perinatalni hypoxie je charakterizovan zpisobem provedeni
hypoxie. Konkrétni model je podminén typem hypoxického inzultu, dobou po kterou
inzult piisobi, vyvojovym obdobim, ve kterém je jedinec hypoxii vystaven. Morfologie
poskozenych struktur mozku, motoricky projev a behavioralni vystup se dale odvijeji od
zvoleného typu modelu.

Néami zvoleny model perinatalni hypoxie obnasi mirny typ hypoxie dlouhodobé
pusobici. Celkova hypoxie byla provedena v prenatdlni (intrauterinni) i v postnatalni
tazi vyvoje laboratorniho potkana. Do jisté miry odpovida perinatalni fazi cloveka, ktera
je datovana obdobim od 26. tydne po oplozeni vajicka az do 4. tydne po narozeni
jedince (Moore et Persaud, 2002, s. 120). Systémovou hypoxii, kterd se nejvice blizi
realné intrauterinni hypoxii u lidskych jedinct a kterd zasahuje cely organismus, ve
svych pracich popisuji Van de Berg et al. (2003), Robinson et al. (2005) a Delcour et al.
(2012)., ktefi pfivodili hypoxii intrauterinng. Celkové pisobici hypoxii nikoliv vSak
intrauterinni popisuji autofi Marcuzzo et al. (2010) a Strata et al. (2004), ktefi vystavili
své potkany 2 epizoddm 12- minutového hypoxického plisobeni s nedostatkem O,.

V jinych pracich se muzeme setkat s hypoxicko-ischemickym plisobenim
ovlivilyjicim spiSe jen ¢ast mozku. V té€chto pracich se neonatalnim potkanim provede
podvazani jedné arteria carotis communis a nasledné je omezen ptfisun O, (Balduini et
al., 2000; Bona et al., 1997a, Jansen et Low, 1996; Lubics et al., 2005; Tai et al., 2009;
Vannucci et Vannucci, 2005; Williams et al., 2004; Woodworth et al., 2011; Young et
al., 1986). Tento typ takto poskozeného mozku vykazuje prevazné jednostrannou
symptomatiku na kontralateralni strané téla od strany 1éze (Lubics et al., 2005). Fan et
al. (2005) provedli bilateralni podvazani arteria carotis communis. V tomto piipad¢ je
zasazen cely mozek hypoxicko-ischemickou noxou.

Navzdory stejnym testovacim okolnostem v ramci jedné studie se morfologické

poskozeni mozku lisi u jednotlivych zvitat (Balduini et al., 2000; Jansen et Low, 1996,
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Young et al., 1986). V tomto pifipadé je to projev individudlniho fenotypu kazdého
zvitete (Wagner et al., 2002). Bona et al. (1997) oznamuji, ze velikost 1éze nemusi
bezpodmineéné korelovat s funkénim deficitem. Woodworth et al. (2011) naopak
prezentuji, ze jejich vysledky v senzomotorickych testech monitorujici dlouhodobé;jsi
motorické odchylky koreluji s velikosti histologického nélezu.

Nejvice popularnim a tedy i nejvice uzivanym modelem perinatalni hypoxie je
7-denni model laboratorniho potkana. Tento model je vyuzivan, jak autofi (Vannucci et
Vannucci, 2005) zminuji, i na dal$i vyvojova stadia mladéte potkana. Z divodu
rozdilného neurologického defektu vznikajiciho v rizném v&ku potkana se vSak stale
provadéji dalsi vyzkumy, jeZ poskytuji neurobehaviordlni poznatky o jiném typu
mozkového postizeni. Autofi Delcour et al. (2012) a Robinson et al. (2005) popisuji
model perinatalni hypoxie, ktery vznikd na zaklad¢ jiz prenatalniho pisobeni hypoxie
v 17. a 18. dni fetdlniho vyvoje. Autofi se domnivaji, Ze tento model je idedlni pro
poskytnuti obrazu axondlni degenerace a hypomyelinzace, kterou lze ¢asto sledovat na
zakladé perinatalnich komplikaci u vyrazné pred¢asné narozenych déti. Marcuzzo et al.,
(2010), Strata et al., (2004) a Van de Berg et al. (2003) provedli hypoxii v PO. Tento
model perinatalni asfyxie odrazi poSkozeni CNS, které odpovida 18-20. tydnu gestace
¢lovéka. 3denni model popisuji Tai et al. (2009), ktery odpovida 24-28 tydnim gestace
u lidského fétu. Fan et al. (2005) popisuji 4denni model, u n&z hypoxicky inzult
predstavuje nejvetsi hrozbu pro prekurzorové buiiky oligodendroglii.

V naSem experimentu jsme zaznamenali vyrazné niz§i hmotnost hypoxické
skupiny v porovnani s kontrolnimi zvitaty. SniZenou hmotnost u hypoxii postizenych
zvitat popisuji i dal$i studie (Bona et al., 1997a; Fan et al., 2004; Lubics et al., 2005; Tai
et al., 2009). Naopak Van de Berg et al. (2003), Strata et al. (2004) a Marcuzzo et al.
(2011) u své hypoxické skupiny nezaznamenali vahové rozdily pii srovnéani
s kontrolami. Strata et al. (2004) se domnivaji, Ze vahovy ubytek u hypoxii postizenych
zvitat souvisi s rozsahem mozkové 1éze i1 s okolnimi podminkami (imobilizace). K nizsi
vaze milze prispivat snizend kostni denzita, atrofie svall i niz§i pfijem potravy.
Podvyziva mize tak byt dalsi pfi¢inou zpozdéného lokomocniho vyvoje postizenych
zvitat. Je vSak nutné myslet i na to, Ze niz§i hmotnost miZe pfispivat k lepSim
vysledklim v testech zamétenych na svalovou silu, jako je napf. Bar holding test.

Pro testovani a hodnoceni motorickych dovednosti hypoxii postizenych zvifat
existuji specifické motorické testy. Tyto testy ndm umoznuji kvantifikovat rozdily

v motorickém projevu u testovanych zvifat. Pomoci téchto testd lze sledovat nejen
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motorické deficity, ale i obraz pozitivni neuroplasticity, kterou 1ze sledovat ve zlepSeni
funkéniho provedeni daného tkolu (Brooks et Dunnet, 2009). Motorické testy mizeme
rozde€lit na testy hodnotici motoricky vystup v raném obdobi vyvoje a na testy
specifické pro dlouhodobéjsi hodnoceni pohybového vyvoje, které jsou zamérené na
komplexnéjsi koordinovanou lokomoci. Hodnoceni dlouhodobégjsiho motorického
zietelngj$i, nez lze sledovat u cloveéka (Lubics et al., 2005). A piestoze je dle
histologického rozboru mozek u potkanii po perinatalni hypoxii vyrazné poskozen,
funkéni deficity téchto zvitat mohou byt velmi mirné. Fan et al., (2005), Jansen et Low,
(1996v), Lubics et al. (2005) a Van de Berg et al. (2003) ve svych pracich popisuji
nevyznamné posturdlni a lokomoc¢ni nedostatky pfisrovnani s kontrolnimi skupinami.
Lubics et al (2005) zminuji, ze nekteré motorické odchylky v pribéhu ¢asu mohou
opravdu zcela zmizet, jiné vSak mohou ptetrvavat do dospélého veku. V ramei naseho
experimentu jsme se vSak neshledali s Zadnymi motorickymi deficity, které by byly
jesté patrné u postizenych zvifat v porovnani s kontrolni skupinou na pomezi rané
dospélosti.

pro zhodnoceni disledki perinatdlni hypoxie na pohybovy projev v pozdéjsi fazi
motorického vyvoje. Prvni test, ktery jsme vyuzili pro nd$ experiment, je Balance beam
test. Tento test zachycuje mirné motorické deficity, které se nejCastéji projevi
v nepfesném umisténi chodidla na uzkou ploSinu, test je zaméfen na celkovou balan¢ni
dovednost. V naSem testovani jsme kromé poctu chyb zohlediiovali i dobu, po kterou
testovani potkani plnili tkol. V naSich vysledcich hypoxicka skupina potfebovala vice
Casu na prejiti balanéni ploSiny proti kontrolni skupiné¢ v P15, vP18 a v P25 se
signifikantnimi rozdily minimélné v jednom sezeni v P18 a v P25. Vyrazné vétsi pocet
chyb u hypoxické skupiny jsme nezaregistrovali v z&dném vyvojovém stupni. Je vSak
nutné zminit, ze tento pocet zcela nekoreluje s motorickym projevem postizenych
zvitat. Tato zvifata se pohybovala vpted pomoci pouze PKK a délala tak daleko méné
chyb ZKK. Woodworth et al. (2011) prezentuji vyssi pocet chyb na jeden krok
u testovanych zvifat (7-denni model) pfi vyuZiti modifikovaného Balance beam testu
v P28, P42, P49, a v P56. Vyrazngj$i asymetrii mezi ispilaterdlni a kontralateralni
stranou testovanych sameckd v porovnani s kontrolni skupinou uvadéji v P28, a v P49,
tato asymetrie se u testovanych samicek vyskytuje ve vSech méfenych vyvojovych

fazich (P28, P35, P42, P49, P56). Rozdily mezi pohlavimi byly zaznamenany pouze
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v P56, kdy hypoxicti samecci méli vice chyb i1 vyrazng&j$i asymetrii v motorickém
projevu, nez hypoxii ovlivnéné samicky. Také pocet chyb u testovanych samecku
vzrustal s vékem, nikoliv vSak u samicek. Autofi v§ak v praci nezohlediluji ¢as, za ktery
testovana zvirata splnila ukol. Je pravdépodobné, Ze hypoxicti samecci se b&hem
nékolika méteni naucili, Ze pifi padu jim nehrozi vyrazné nebezpeci a mohli kol splnit
o to rychleji na tkor vétsiho poctu chyb. Také se domnivame, Ze vzrlst poctu chyb
v pribéhu véku méfenych sameckii mize byt podminén hyperaktivnim chovanim.
V dalsi studii (Marcuzzo et al. 2010) je velmi zajimavé, Ze tito autofi nepopisuji zadné
motorické deficity hypoxickych zvifat v P31,P38,P45 a vP52 pii srovnani
s kontrolami. Tato prace vSak nebrala v tivahu pocet chyb ani dobu pro splnéni ukolu,
ale pouze hodnotili, zda testovana zvitata kol splni a zdali pfi jeho plnéni vyuzivaji
koordinovany pohyb vSech 4 koncetin. Je také pravdépodobné, Ze nenalezeni rozdill je
perinatdlni hypoxické noxe (2 x 12 min plsobeni hypoxie), kterd vlivem
neuroplastického déje dosahla funkéniho vysledku kontrolni skupiny jiz v prvnim
méteni v P31. Prace Lubicse et al. (2005) zaregistrovala odchylky hypoxickych zvitat a
kontrol pouze v P14. Zde vSak soudime, Ze zpisob méfeni v tomto testu nebyl optimalni
pro méteni dlouhodobéjsich motorickych deficitii. V tomto testu autofi zohlednili pouze
dobu, po kterou se méteni potkani udrzeli na 40cm mostku Sirokém lcm, a pokud se
zvifata dostala k jednomu konci mostku, bylo jim pfipsdno dosazeni maximalniho
casového ohodnoceni. Podle autorti Altmana a Sudarshana (1975) jsou zdrava zvifata ve
véku P18 schopnd se po takovémto mostku pohybovat bez vyraznych obtizi a je vice
nez pravdépodobné (usuzujeme z naseho méteni), ze 1 vétSina hypoxickych zvirat bude
v P21 schopna se dopravit k jednomu z konci mostku, dosdhnout tak maximalniho
casového ohodnoceni a ziskat stejné ohodnoceni jako zdravd zvifata z kontrolni
skupiny. A proto navrhujeme, ze je nutné v testovani hypoxickych zvifat pomoci
Balance beam testli zohlednit jak Cas, tak pfedev§im provedeni pohybu. Hodnotit tedy
pfinejmensim primérny pocet chyb, 1épe vSak kvalitativné posoudit lokomoéni vzor
testovanych potkand.

Mezi dalsi testy, které jsme vyuzili pro hodnoceni motorické koordinace, se fadi
Ascending ladder test a Horizontal ladder rung walking test (pravidelny a nepravidelny
typ). Tyto testy jsme zvolili pro jejich vysokou citlivost v kvantitativnim hodnoceni
motorické funkce a pro detekci motorickych zmén b&hem vyvoje zvifat ovlivnénych

perinatalni hypoxii. Tyto testy vyzaduji dobrou senzomotorickou kontrolu s pfesnym
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umisténim koncetin 1 na nepravidelny povrch. Ascendentni zebiik je modifikaci
horizontalniho typu zebiiku a vyuzivd se u nizSiho stupné vyvoje (do P21) pro
podminéni motorické aktivity métenych potkanti. Prace Lubicse et al. (2005) a Bony et
al. (1997a) vyuziva grid walking test, jeZ je alternativou ndmi zvoleného horizontalniho
zebtiku.

V ramci naSeho méfeni hypoxicti potkani v Ascending ladder testu potiebovali
vyrazné vice ¢asu ke splnéni tkolu v obou sezenich v P15 pii srovnani s kontrolni
skupinou a v P18 ve 2. sezeni. V poctu chyb se vSak odchylky od kontrolni skupiny
v tomto v€ku neobjevily. V pravidelném typu Horizontal ladder rung walking testu se
objevily signifikantni rozdily v del§im ¢asovém provedeni i v poctu chyb pfi plnéni
ukolu u hypoxické skupiny v P21 a v P25. Podobné vysledky jsme zaznamenali i
u nepravidelného typu Horizontal ladder rung walking testu s vyjimkou vyvojového
stupné P25, kdy nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v po¢tu chyb. V P60
nebyly zaznamenany zadné odchylky v €ase ani v poctu chyb u hypoxickych zvifat pii
srovnani s kontrolami pii piechodu pravidelného i nepravidelného typu horizontalniho
zebtiku v jednom sezeni. Lubics et al. (2005) popisuji signifikantné vétsi pocet chyb
u testovanych hypoxickych zvifat oproti kontrolnim béhem celého sledovaného obdobi
(v P14, P21, P28, P35). S vétSim poctem chyb na kontralaterdlni strané¢ od postizené
hemisféry testovanych potkani se v porovnani s ipsilaterdlni stranou setkavame ve
studii Bony et al. (1997a), ktefi své méteni provedli ve véku P42. Vyrazné rozdily
hypoxickych a kontrolnich zvifat testovanych u nepravidelného typu horizontalniho
zebtiku nezaznamenali od P31 do P52 Marcuzzo et al. (2010). Domnivame se, Ze v této
studii hypoxicky inzult (2 x 12 min ptasobeni 100% N») nebyl dostacujici pro zptisobeni
dlouhodobého motorického deficitu.

Dale jsme motorickou koordinaci trupu, PKK a ZKK a zaroven svalovou silu
testovali pomoci Bar holding testu. V P18 jsme u hypoxickych zvifat zaznamenali kratsi
primémé casy oproti kontroldm, zato v P25 i v P60 byly casy signifikantné delsi
v porovnani s kontrolami. Pfedpokladame, ze del$i Casy jsou podminéné vétSim
strachem z padu a také niz$i vahou u hypoxii ovlivnénych zvitat. Fan et al. (2005) ve
své praci s vyuzitim 4-denniho modelu popisuji vyrazné rozdily mezi kontrolnimi a
hypoxickymi potkany do P16. Dalsi rozdily nejsou vtéto praci od P16 do P21
signfikantni. Lubics et al. (2005) u svého 7denniho modelu nezaregistrovali vyznamné
zmény v P14 a v P21, ale az v P28, kdy u hypoxickych zvitat zaznamenali signifikantné

nizs§i primérné Casy v udrzeni se v zavésu pomoci obou PKK oproti kontrolni skuping.

75



A pfi testovani vydrZze v zavésu pomoci pouze jedné koncetiny (kontralaterdlné¢ od
vysledky vSak u svého 7-denniho modelu uvadi Bona et al. (1997a), kteti naopak podle
vysledkt ziskanych az v P42 uvadéji vyznamné rozdily mezi kontrolami a hypoxickymi
zvitaty. Tito autofi prezentuji méné nez polovicéni primérnou dobu, po kterou jsou
hypoxicka zvifata schopna se udrzet v zavésu v porovnani s kontrolni skupinou. Odlisné
vysledky prezentuji v P42 Van de Berg et al. (2003), kteti uvadéji nulové zmény mezi
kontrolni a hypoxickou skupinou (20-minutova intrauterinni hypoxie v P0). V této praci
pomoci ZKK, vylezeni zvifete na hrazdu pomoci ZKK, anebo zapojeni ocasu pro
vylezeni na hrazdu. Také Balduini et al. (2000) se u 7denniho modelu zaméfili na
zapojeni ZKK pfi zadvésu potkanii za PKK v P18 a nezaznamenali vyznamné rozdily
mezi kontrolni a hypoxickou skupinou vtomto véku. Ani vnasem kvalitativnim
sledovani hypoxickych potkanii jsme vtomto veéku nezaznamenali odchylky od
kontrolni skupiny. Kontroverzni vysledky Lubicse et al. (2005) a Bony et al. (1997a) lze
tézko objasnit pomoci rozdilného zptsobu hypoxického ovlivnéni, nebot’ obé studie
vyuzily velmi podobny model perinatalni hypoxie, ve kterém dokonce Lubics et al.
(2005) nechali hypoxicky inzult plisobit o 20 minut déle, nez uvadi Bona et al. (1997a).
Vysvétlenim miize byt velka interindividudlni odliSnost mezi jedinci v obou pracich.
Poslednim testem, ktery jsme vyuzili pro nd$ experiment je Rotarod test. Ve
vysledcich naseho méfeni v Rotarod testu srychlosti 5 rpm a 15 rpm u skupiny
ovlivnéné hypoxii jsme nenasli statisticky vyznamné rozdily pii srovnani s kontrolni
skupinou v zadné fazi vyvoje. Nepatrné nizsi primérné Casy jsme vSak zaznamenali
u hypoxické skupiny v P18 a v P21 pfi srovnani s kontrolni skupinou v obou sezenich.
Rozdily neuvadéji ve své praci Balduini et al. (2000), ktefi sva zvifata méfili
jednorazové v P35 pfi rychlosti 8 rpm a Lubics et al. (2005), ktefi testovali zvitata ve
veéku P21, P28, P35 pftirychlosti 13 rpm. Strata et al. (2004) u své skupiny hypoxickych
zvifat zaznamenali dokonce vyrazné zlepSeni u hypoxickych zvifatv P24 a v P31
v porovnani s kontrolami. I v naSem experimentu jsme zaznamenali signifikantné delsi
prumérny cas hypoxickych potkantt v P60 pfi rychlosti 20 rpm, nez bylo naméteno
u kontrolni skupiny. Naopak zhorSeny motoricky vystup v Rotarod testu u hypoxickych
zvifat v porovnani s kontrolami zaznamenali v P35 Wagner et al. (2002) pfi rychlosti
otaCeni 18 rpm. Také horsi vysledky u hypoxii ovlivnénych zvifat uvadéji Jansen a Low

(1996). Tito autofi zaznamenali krats$i primérné Casy u zvirat métenych jednou tydné ve
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véku od P15 do P49. U téchto hypoxii ovlivnénych zvifat nebyla zaregistrovana
kontralateralni hypertrofie kiiry, ktera je asociovana s funk¢ni plasticitou a lepsi
senzomotorickou integraci coby disledek druhostranné mozkové destrukce.
Domnivame se, ze rozdilné vysledky studii v Rotarod testu nejsou podminéné pouze
interindividudlni rozdilnosti mozkové léze ¢i uplatnéni neuroplasticity, ale také na
zéklad¢ lisicich se parametrii v riiznych métenich. Myslime si, Ze rychlost 8 rpm ani 13
rpm pro testovani 35-dennich zvifat nemusi byt dostatecnd pro zachyceni
signifikantnich rozdilt testovanych zvitat. Dale moznym vysvétlenim pro delsi casové
hodnoty, které jsme zaznamenali v P60, a které uvadi Strata et al (2004) v P24 a v P31,
by mohly byt diisledkem vyssiho strachu hypoxickych zvitat z padu.

Existuji dikazy, Ze endogenni adenosin funguje jako neuroprotektivni
prostfedek u dospélého mozku, ale méné je znamo o ucincich adenosinu u nezralého
mozku (Aden et al. 2001).

Hunter et al. (2003) uvadéji, ze endogenni aktivace A; receptoru u fetdlniho
mozku ovci postizenych tézkou asfyxii snizila neurdlni aktivitu, ¢imz ochrénila fetalni
mozek. Pfesto se nezdd, ze by agonisté A; receptoru byli vyznamné efektivni v protekci
nezralého mozku proti poskozeni pifi ischemickém inzultu u potkani (Aden et al.,
2001). Podle studie Turnera et al. (2002) miize byt aktivace A; receptori dokonce
Skodliva pro nezraly mozek, a to od chvile, kdy pii aktivaci A; receptoru nastava
inhibice rastu neuriti. Na zaklad¢ tohoto mechanismu mize kofein a jini antagonisté A;
receptoru predchdzet podminkdm plsobici na vznik periventrikularni malacie
u novorozencll (Turner et al., 2002). Také u 7denniho modelu perinatdlni hypoxie
uBona et al (1997b) se neuroprotektivni ucinky vyskytuji pifi aplikaci teofylinu,
neselektivniho antagonisty endogenniho adenosinu.

Zajimavé vSak je, ze akutni navySeni extracelularniho adenosinu poskytuje
neuroprotekci proti ischemickému inzultu u stejného modelu v praci Gidday et al.
(1995). Jistym vysvétlenim by mohlo byt i to, Ze se uplatituje opacna role Ay receptoru
v kontrole nervového posSkozeni u nevyzralého mozku oproti dospélym zvifatim.
Blokada Aja receptort odpovida neuroprotektivni strategii proti mozkovému poskozeni
u dospélych zvitat, zatimco u nevyvinutého mozku dochdzi ke zhorSeni mozkového
poskozeni (Cunha, 2005), pak by vSak byl méné pochopitelny 1é¢ebny Ucinek vysSe
zminéného kofeinu a teofylinu.

V rozporu vysledki od Hunter et al. (2003) a vysledkii od Bona et al., (1997b)
kde obé& studie vyuZzivaji selektivniho antagonisty A; receptoru (DPCPX), jenz
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u prvniho zptsobil zmény a u druhého nezpiisobil vyrazné zmény v morfologii
mozkového poskozeni, by se dalo vychdzet z druhové rozdilnosti testovanych zvitat
vyuzitych v obou zminénych studiich. Neurovyvojova zralost fetdlntho mozku ovci se
1i81 od zralosti mozku neonatélnich potkani.

Z vyse zminénych poznatkl lze téZko urcit, zda A; receptory hraji zésadni roli
v neuroprotektivni 1é€b€ neonatdlnich zvifat. Je vice nez pravdépodobné, Ze
neuroprotektivni u¢inky zvySenych hladin endogenniho adenosinu ¢i neselektivnich
antagonistl adenosinu pusobi na vice adenosinovych receptori soucasné, anebo jejich
plsobeni miiZze byt zcela receptorové nezavislé. Otdzkou stale zlstavaji rozchéazejici se
vysledky od Bona et al. (1997b) a Gidday et al. (1995). Odpovédi lze tak stale hledat
v rozdilné aktivité a expresi receptort v nevyzralém mozku, v rozdilné afinité n¢kterych
chemickych latek k adenosinovym receptortim, a také v mozném plsobeni téchto latek
na zcela jiné urovni v mozkové tkani, nez se domnivame.

Také Zzadna ze studii nepopisuje behavioralni zmény testovanych zvirat. V ramci
reSerSniho zpracovani dat jsme nasli prace zabyvajici se pouze morfologickymi t¢inky
po aplikaci adenosinového agonisty. Zda se, ze by bylo vhodné zaméfit vice pozornosti
1 do oblasti vyzkumu funkéniho vystupu testovanych zvifat, nebot ne vzdy musi
velikost 1éze korelovat s behaviordlnim vystupem testovanych zvifat (Bona et al.,
1997a) a 1 vyrazné mozkové poskozeni mulze mit jen mirny funkéni dopad
v motorickém projevu testovanych potkanti (Lubics et al., 2005). I z tohoto diivodu jsme
se vnaSem experimentu zabyvali plisobenim agonisty adenosinového A; receptoru
CCPA na motoricky projev u hypoxickych potkant.

V Ascending ladder testu pii srovnani skupiny H a skupiny HP jsme nenasli
signifikantni rozdily v P15, signifikantné kratsi ¢as i1 niz§i pocet chyb se u skupiny HP
objevil az vP18. VP21 jsme vramci pravidelného typu horizontalniho Zebiiku
nezaznamenali vyrazny rozdil mezi témito skupinami. V P25 se vSak ¢asovy zdznam
skupiny HP zkratil natolik, Ze téméf dosahoval primérného ¢asu kontrolni skupiny a byl
signifikantn€ niz8i v obou sezenich oproti skupin¢ H. V P60 se nevyskytly rozdily mezi
skupinou H a HP. V testovani skupiny HP pomoci nepravidelného typu horizontalniho
zebtiku se ukézalo, Ze skupina HP ma signifikantné kratsi Casy v porovnani se skupinou
H uz v P21, dale v P25 a to vobou sezenich. Signifikantn€¢ nizsi pocet chyb jsme
zaregistrovali u nepravidelného typu horizontalniho Zebtiku v P60 v jednom sezeni.

V Bar holding testu jsme zaregistrovali signifikantné¢ del$i primérné casy

v udrZeni se v zavésu na hrazd€ u skupiny HP v porovnani se skupinou H v P15 a v P18.
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Dale jiz nebyly signifikantni rozdily mezi t€émito skupinami zaznamenany. U tohoto se
testu se domnivame, Ze zvifata ze skupiny HP byla zvyhodnéna svou jesté nizsi
hmotnosti oproti skupiné H.

V Rotarod testu nebyly zaregistrovany zadné rozdily mezi skupinou H a HP pii
vSech rychlostech a ve vSech vyvojovych fazich.

Z vyse prezentovanych vysledklli nasi studie lze pozorovat, Ze témét ve vSech
motorickych testech jsme zaznamenali rozdily mezi hypoxickou skupinou a hypoxickou
skupinou s postnatalni aplikaci CCPA. V ramci signifikantnich rozdilti v Balance beam
testu, v Ascending ladder testu, v pravidelném i nepravidelném typu Horizontal ladder
rung walking testu a v Bar holding testu jsme u hypoxické skupiny s aplikaci CCPA
zaznamenali lep$i motorické dovednosti, nez vykazovala hypoxicka skupina. Mirn¢
zhorSeny kvalitativni pohybovy stereotyp hypoxické skupiny s CCPA oproti hypoxické
skupin€é jsme zaznamenali pouze v Balance beam testu. Proto na zakladé¢ naseho
behavioralniho experimentu se pfiklanime k tomu, ze latka CCPA aplikovana 14.
postnatalni den ma neuroprotektivni ti€inky u laboratorniho potkana. V dalSich studiich
je nutno analyzovat vliv ¢asového vztahu podani CCPA ke skoncené expozici hypoxii a

také ti¢inky opakovaného podani tohoto agonisty.
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ZAVERY

Cilem této prace bylo vytvofit studii, kterd zaznamena funk¢ni odchylky
pozdniho motorického vyvoje laboratorniho potkana, jenz bude ovlivnén relativné
mirnou perinatalni hypoxii, od motorického projevu zdravych potkanl. Dal$im
zamérem této prace bylo sledovat motoricky vyvoj laboratorniho potkana postizeného
perinatdlni hypoxii, u néjz byl postnatdlné¢ aplikovan agonista Al adenosinovych
receptori. CCPA. Touto praci jsme chtéli ozfejmit, zdali ma latka CCPA pozitivni
ucinky na funkéni projev testovanych zvitat v pribchu vyvoje a zda lze tuto latku vyuZzit
jako neuroprotekci pro model perinatalni hypoxie.

Pro vyhodnoceni motorického vyvoje jsme vyuzili 34 zvifat rozdélenych do 3
skupin (kontrolni, hypoxicka a hypoxickd s CCPA), ktera jsme podrobili motorickému
testovani na 4 typech koordina¢né narocnych testil, jez byly adekvatné prizptisobeny pro
jednotliva vyvojova stadia testovanych zvifat. Pomoci téchto testli jsme ziskali
kvantitativni data, ktera jsme statisticky analyzovali. Déle jsme statistické¢ vysledky
doplnili o slovni hodnoceni kvality motorického projevu testovanych zvifat.

Signifikantn€ horS$i motoricky projev hypoxické skupiny oproti kontrolni
skupin€ alespoit v jednom sezeni dle kvantitativniho zhodnoceni jsme zaznamenali
v ramci Casu ve véku P15 a v P18 v Ascending ladder testu, v P18 v Bar holding testu,
v P18 a v P25 v Balance beam testu a v P21 a v P25 v Horizontal ladder rung walking
testu (v pravidelném i nepravidelném typu). Hodnoceni poc¢tu chyb ukazalo zhorSeny
motoricky projev hypoxické skupiny v Horizontal ladder rung walking testu v P21
(pravidelny typ i1 nepravidelny typ) a v P25 (pravidelny typ), nikoliv vSak v dalSich
testech. Dle kvalitativniho hodnoceni jsme zaznamenali vyrazné¢ zménény motoricky
projev postizenych potkant v P15, v P21 i v P25 v Balance beam testu, jehoz naro¢nost
jsme ptizptusobovali vyvojovému stadiu testovanych potkanti. V tomto testu se béhem
méfeni oproti kontrolni skupiné objevovaly pady z balan¢ni ploSiny (v P15) a vyrazna
dyskoordinace PKK a ZKK (P15, P21, P25). VétSina zvifat se pfemistovala pomoci
plazivého pohybu s vyuzitim pouze PKK. Déle zhorSeny motoricky projev postizeni
potkani ukazali v Ascending ladder testu v P15 1 v P18, ve kterém jsme zaregistrovali
homologni lezeni s omezenym funkénim vyuzitim ZKK. V P60 jsme nezaznamenali
v zadném testu vyznamné zhorSenou motorickou funkci hypoxické skupiny v porovnani
s kontrolni skupinou. Dokonce jsme u hypoxické skupiny naméfili lepsi motorické

projevy nez u kontrolni skupiny v Bar holding a Rotarod testu pfi rychlosti otaceni 20
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rpm. Z téchto vysledkil usuzujeme, Ze u laboratornich potkant vystavenych perinatalni
hypoxii pretrvavaji drobné motorické deficity béhem dospivani, avSak ve véku rané
dospélosti jiz nelze tyto poruchy v motorickém projevu postizenych potkanli prokézat.
Tyto poznatky prezentuji i jiné studie, jeZ poukazuji na evidentni vliv vysoké schopnosti
neuroplastického déje u nezralych laboratornich potkanti oproti lidskému jedinci.

U hypoxické skupiny s CCPA jsme v Bar holding testu zaznamenali nejlepsi
vykony ve vSech vyvojovych fazich proti hypoxické i kontrolni skupin€ (v P15 a v P18
v jednom sezeni se signifikantnimi rozdily v porovnani s hypoxickou skupinou). Dalsi
signifikantni rozdily urcujici leps$i motoricky projev hypoxické skupiny s CCPA oproti
hypoxické skupiné minimalné v jednom sezeni se ukazaly v rdmci Casu v Balance beam
testu v P15 a v P25 (zde tésné pod hladinou statistické vyznamnosti), dale v Ascending
ladder testu v P18, dale v Horizontal ladder rung walking testu v P21 (nepravidelny typ)
a v P25 (pravidelny 1 nepravidelny typ). V ramci poctu chyb se vyskytly signitikantni
rozdily mezi témito skupiny v P18 v Ascending ladder testu a v P60 v nepravidelného
typu Horizontal ladder rung testu (zaznamendn mensi pocet u chyb hypoxické skupiny s
CCPA). V Rotarod testu jsme nenalezli signifikantni rozdily mezi hypoxickou skupinou
s CCPA a hypoxickou skupinou. V kvalitativnim hodnoceni jsme u hypoxické skupiny
s protekci zaznamenali stejny pohybovy stereotyp v Balance beam testu a v Ascending
ladder testu jako u hypoxické skupiny, malé rozdily se vyskytovaly v poc¢tu potkani, u
kterych byl tento pohybovy projev spatien. V Balance beam testu se patologicky
motoricky vzor vyskytl o néco vice u hypoxické skupiny s CCPA (90 % potkant v P21
a 72 % potkanii v P25) nez u hypoxické skupiny (69 % potkanli v P21 a 62 % potkanti
v P25), rozdily vSak nejsou signifikantni.

Vysledky na$i studie prokazaly, ze perinatalni hypoxie narusi dlouhodobé
motorické projevy u vyvijejicich se laboratornich potkand. Pohybové deficity jsme
zaznamenali ve 3 ze 4 zvolenych motorickych testl. V nasem experimentu jsme
shledali, ze Rotarod test je nejméné citlivy pro detekci motorickych deficitd u
postizenych zvifat. Pohybovy projev v ostatnich testech jiz nebyl vyznamné narusen ve
véku rané dospélosti (v P60), coz miZzeme pokladat za dikaz uplatnéni nervové
plasticity. Dal§im zav€rem na$i prace je, Ze pohybovy projev byl vyznamné lepsi u
hypoxické skupiny s aplikaci latky CCPA v porovnani se s hypoxickou skupinou ve
vSech testech kromé Rotarod testu. Témito vysledky z behavioralniho testovani bychom

chtéli poukdzat na mozné vyuziti latky CCPA, agonisty adenosinového A; receptoru,
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pro zesileni adenosinergni inhibice v postnatalni fazi vyvoje, které tak miize ¢astecné

omezit naruSeni motorického vyvoje laboratorniho potkana.
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