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Abstrakt

Antagonist¢é NMDA receptoru vyvolavaji u laboratornich potkanid hyperlokomoci. Cilem této
prace je zjistit, jestli tento uc¢inek nespecifickych antagonistli vykazuje i antagonista NMDA
receptoru specificky pro NR2 podjednotku. Tato podjednotka pievlada v mozku v casném
postnatalnim obdobi. V reSerSni €asti prace jsou shrnuty poznatky o NMDA receptorech
a o vyvoji laboratorniho potkana. Experimentalni ¢ast se vénuje plsobeni specifického
antagonisty NMDA receptoru Ro 25-6981 na motoriku zvifat. Latku jsme opakované
podévali mlad’atlim laboratorniho potkana od 7. do 11. postnatalniho dne. Tato zvitata byla do
dospélosti opakované testovana baterii testli vhodnych pro urcity vék na spontanni a reflexni
motoriku a srovnavana s kontrolni skupinou zvifat. Na§ vyzkum ukéazal, ze latka nema na
hrubou motoriku laboratorniho potkana vyznamny cinek a zlstavd vdznym kandidatem na

veékove vazané antiepileptikum.

Kli¢ova slova
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Abstract

Nonspecific NMDA receptor antagonists induce hyperlocomotion in rats. The aim of this
work is to determine whether the NMDA receptor antagonist specific for NR2 subunit exhibit
similar negative effect as nonspecific antagonists. This subunit is predominant in the brain in
the early postnatal period. The introduction summarizes the data on NMDA receptors and the
development of rat. The experimental part deals with the action of a specific NMDA receptor
antagonist Ro 25-6981 on motor performance of developing rats. Substance was repeatedly
administered to rats at postnatal days 7 to 11. Spontaneous locomotion and motor
performance of the animals were repeatedly tested up to adulthood by battery of tests
appropriate for individual ages. Our research demonstrated that this substance does not have
significant effect on motor system of laboratory rat and that it might be further tested as
a possible age-bound antiepileptic drug.
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SEZNAM ZKRATEK

AMPA alfa-amino-3-hydroxy-5-izoxazol propionova kyselina
AV CR Akademie véd Ceské republiky

CA pyramidalni bunky hippokampu

CK2 casein kinaza 2

CNS centrdlni nervova soustava

CTD karboxylova koncova doména, C-koncovd doména
¢. ¢islo

CR Ceska republika

D-APV D-2 amino-5-phosphonovalerate

E embryonalni den, napt. E4 je ¢tvrty embryonalni den
ER endoplasmatické retikulum

FG rychla ¢ervend svalova vladkna

FOG rychla bila svalova vldkna

GABA kyselina gama-aminomaselna

GluR podjednotka AMPA receptoru

GLYX 13 rapastinel, antidepresivum

KA podjednotka kainatového receptoru

LBD vazebna doména agonisty

L-DOPA levodopa, L-3,4-dihydroxyphenylalanin

LTD dlouhodoba deprese

LTP dlouhodob4 potenciace

m. musculus, sval

mm. musculi, svaly

M hydrofobni segment NMDA receptoru

MK-801 dizocilpine maleate

napf. napftiklad

NMDA N-methyl-D-asparat

NR podjednotka NMDA receptoru

NTD amino koncova doména, N-koncova doména

obr. obrazek

P postnatalni den, napt. P4 je ¢tvrty postnatalni den
PDZ postsynapticky denzitni protein

pH vodikovy exponent, mira kyselosti a zasaditosti roztoku

QNZ 46 4-[6-Methoxy-2-[(1E)-2-(3-nitrophenyl)ethenyl]-4-oxo03(4H)quinazolinyl]
benzoova kyselina

Ro 25-6981 (aR, BS)-a-(4-Hydroxyphenyl)-p-methyl-4-(phenylmethyl)-1-
piperidinepropanol maleate

Sh. sbirka

SO pomalé cervena svalova vldkna

TCN-201 benzenesulfonamid



UVvoD

Téma vyzkumu a preklinickych testovani mé zaujalo na zacatku magisterského studia
v povinném piedmétu farmakologie. Kdyz se vyskytla ptilezitost GiCastnit se tohoto vyzkumu,
s radosti jsem ji vyuzila. Ackoliv se zda, ze téma vyzkumu glutamatovych receptorii je piilis
vzdalené a nehodici se pro téma diplomové prace oboru fyzioterapie, opak je pravdou.
Fyzioterapie se fadi do multidisciplinarniho tymu a s pacienty s poruchami funkce

glutamatovych konkrétné NMDA receptorl se setkdvame v praxi velice ¢asto.

NMDA receptory patii mezi ionotropni glutamatové receptory, které jsou odpovédné za
vétsinu excitacniho pfenosu v mozku. Poruchy NMDA receptorti jsou soucasti patofyziologie
nemoci centralniho nervového systému jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
deprese, poruchy autistického spektra ¢i epilepsie a podili se na patofyziologii chronické
bolesti. Vyzkum téchto patologickych procesu a latek pisobicich na NMDA receptory otevira

cestu pro lepsi farmakologické feSeni téchto onemocnéni.

Laboratorni potkan je v biomedicinskych oborech nejcastéji pouzivanym laboratornim
zvitetem. Potkan je se svymi vyhodami nejlepsi savéim funkénim modelem k fyziologickym
1 patologickym pochodiim v lidském téle. Mezi vyhody patii relativné rychld reprodukce
(kratkd brezost, hodné mladat) a vétsi nezralost zvifete pfi narozeni neZ u lidi, kterou
vyuzivame k vyzkumu prenatalnich procesti u ¢loveéka. Pro testovani se pouziva mnozstvi
testll, jejichz podkladem je dikladné znalost fyziologie potkana, ktera je diky dlouhodobému

pouzivani tohoto zvitete detailni.



1 PREHLED POZNATKU

1.1 Prenos signalu

Ptenos vzruchu mezi dvéma nervovymi buitkami Se pievazné déje na synapsi. Synapse
je spojenti, které tvoti presynapticka ¢ast, synaptickd Stérbina a postsynaptickd ¢ast. Chemicky
pfenos na synapsi urcuje jednosmérnost vedeni signalu. Presynaptické zakonceni obsahuje
synaptické vacky s neurotransmitery (rozeznavame tii druhy vackl: malé svétlé obsahujici
acetylcholin, glycin, GABA a glutamat, malé s denznim povrchem obsahujici katecholaminy
a s denznim povrchem obsahujici neuropeptidy). Neurotransmitery jsou do S$térbiny
uvolnovany pomoci exocytdozy v oblasti aktivni zoény. Pro uvolnéni obsahu je nezbytna
pritomnost Ca?*, které napdtové fizené kanaly vypusti pfi prichodu ak&niho potencialu.
Uvolnéné ptenaSece plsobi na odpovidajici receptory na postsynaptické membrang,
piebyte¢né jsou diftizi nebo metabolismem ze $térbiny odstranény. Uginnost signélu je dna
typem kanalu, dochazi ke snizeni nebo zvySeni elektrické aktivity v postsynaptické casti

(Ganong, 2005).

1.2 Receptory

Receptory jsou tvoreny bilkovinnymi molekulami (podjednotkami), které pti navazani
specifické latky zméni konfiguraci. To zpisobi zménu propustnosti bunééné membrany nebo
vede k aktivaci intracelularni  odezvy. Receptorovy  komplex se  sklada
z rozpoznavaciho mista, kde se navazuje latka, efektorového systému, ktery zajistuje odezvu,
a transduk¢éniho prvku, ktery vede informaci mezi dvéma ptredchozimi. Pro jeden
neurotransmiter existuje vice podtypu receptorti, které se mohou liSit transdukénim nebo
efektorovym prvkem. Receptory nezprostiedkovavaji vzdy stejnou odpovéd, protoze
se mohou ptizpisobovat zménam v dostupnosti neurotransmiterd. Regulace mize probihat
v rdmci zmeény poctu receptorti nebo zmeény vlastnosti napt. zménou ve spojeni podjednotek

(Fisar a kol., 2009).

1.3 Glutamatové receptory

Glutamat je dikarboxylova aminokyselina, kterd odpovida za vétSinu (az 75 %)

excita¢niho pienosu v mozku. V nervové buice vznika jako intermediarni produkt Krebsova
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cyklu, ze synaptické Stérbiny je zpétné vychytavan presynaptickou  buiikou

a gliovymi bunikami.
Pro glutamat existuji 2 typy receptori: metabotropni a ionotropni.

Metabotopni receptory maji delsi dobu latence a hlavné trvani acinku (200-400 ms) nez
ionotropni (20-40 ms) a jimi zpsobena zmé&na ma tedy trvalejsi charakter. Receptory ptisobi
ptfes G protein navazany na intracelularni konec bilkovinnych molekul, pfi aktivaci receptoru
se zmeéni intracelularni konfigurace, G protein se uvolni, coz spusti metabolickou kaskadu.

Bylo objeveno 11 podtypt receptoru, vétsina v mozecku a hippokampu.

Iontropni glutamatové receptory obsahuji interni iontovy kanal, ktery je tvoten
4 bilkovinnymi molekulami. Receptory jsou odpovédné za rychly excitacni pienos, zpisobuji
zménu propustnosti pro Na*, K, p¥ipadné i Ca®". Nalézame je na neuronech 1 na gliich. Podle
agonistll glutamatu, na které nejvice reaguji, je délime do tii skupin: kainatové (kyselina
z moiské fasy), NMDA (N-methyl-D-asparat), AMPA (alfa-amino-3-hydroxy-5-izoxazol

propionova kyselina).

VSechny receptory jsou sloZeny z vice podjednotek. AMPA receptory se skladaji ze Ctyf
druhii podjednotek GluR1-R4, které jsou dle sloZeni propustné pro Na* a Ca’" ionty.
Kainatové receptory se skladaji z péti podjednotek GluR5-7 a KAl, KA2. NMDA receptory
mohou byt tvofeny kombinaci sedmi podjednotek, které jsou popsané déle. Podle toho,
z jakych podjednotek jsou receptory slozeny, se lisi jejich vlastnosti a reakce na

farmakologické zasahy (Ganong, 2005) .

1.3.1 Stavba NMDA receptoru

NMDA receptory se vyskytuji napiic celou CNS, postsynapticky se vyskytuji na
dendritech neuront, presynapticky jako autoreceptory a heteroreceptory. Jejich piitomnost
byla dokazana také v kortikalnich astrocytech a extraneuralné. Jejich mnozstvi je odlisné
v jednotlivych c¢astech mozku a v jednotlivych vyvojovych stadiich (Haberny, 2002).

Receptory jsou prostupné i pro vapenaté dvojmocné kationty.

Kanaly NMDA receptoru jsou tetrametry sloZzené ze dvou dimert, které jsou utvoreny
NR1-NR2 nebo méné ¢asté NR1-NR3 podjednotkami (podjednotky popsany nize). Vyskyt
NR1-NR2a a NR1-NR2b je mapovan hlavné v dospélém mozku, z nichz prvni je povazovan
za synapticky a druhy za extrasynapticky s tim, Ze ma vyznamnou roli pfi vyvoji mozku.

NR1-NR2c a NR1-NR2d maji omezeny vyskyt. Vyskytuji se i studie o vyskytu tetrametra
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s NR1 (2krat) a kombinaci NR2 podjednotek nebo i o existenci tzv. trimerd (Stephenson

et al., 2008). N¢ktefi autofi pojem tetrametr nepouzivaji a hovoii o spolupracujicich dimerech.

Obecné je dimer NR1-NR2 povazovan za zakladni stavebni jednotku a na dvojici téchto
dimert je vysvétlovana stavba a fungovani tetrameru. Funkéné mizeme kanal rozdélit do Ctyt
Casti (viz obrazek 1): extracelularné je amino koncova doména (NTD, N-koncova doména),
nasleduje vazebna doména pro agonisty receptoru (LBD), transmembranova oblast
a intracelularni karboxylova koncova doména (CTD), ktera miize interagovat
s cytoplasmatickymi proteiny. Agonisté popf. antagonisté se vaZou do oblasti LBD. Glycin je
vazan siti utvorenou NR1 podjednotkami (S1) a glutamat siti tvofenou NR2 podjednotkami
(S2). Transmembranova oblast je ze ¢tyi hydrofobnich segmentti (M1-M4). Z M2 segmentu
se formuje iontovy kanal, zarovenn se M3 segment rotuje a posunuje se do boku. Funkce M1
a M4 segmentu jesté neni zcela znama. M2 segment obsahuje rezidua asparaginu, ktery
zprostiedkovava blokadu Mg" a ovliviiuje propustnost pro Ca**ionty (Flores-Soto et al., 2012;
Sainz-Clemente et al., 2013; VVyklicky et al., 2014).

Allosteric modulator
binding

N-terminal site 1
tail domain

Zn ?* 2A, Henprodil 28

Agonist Agonists and
binding / \ L( ARARQONIEE:
domain Glycine " \_/ Glutamate

CJ;',,"';J[ ) ’ %/bJ [ ‘L Col mombrano

Obriazek 1. Schematicky (Flores-Soto et al., 2012) a krystalograficky (Vyklicky et al., 2014) model stavby
NMDA receptoru

Otevieni kanalu je podminéno CasteCnou depolarizaci, kterd je zplisobena aktivitou
AMPA receptorti nebo jinych kanalii s rychlou depolarizaci, aby doslo k vypuzeni Mg", ktery
pfi klidovém membranovém potencidlu kanal blokuje, a navazani glutamatu a glycinu

(Ganong, 2005).

1.3.2 Podjednotky NMDA

Na slozeni NMDA receptoru se mize podilet sedm podjednotek: NR1, NR2a, NR2b,
NR2c, NR2d, NR3a, NR3b. Slozeni podjednotek urCuje vlastnosti receptoru. Jednotky

12



vykazuji podobné slozeni, Stephenson et al. (2008) uvadi, Ze mira podobnosti se pohybuje
mezi NR1 a NR2 ~29 %, NR1 a NR3 ~30%, NR2a az NR2d 38-52 % a mezi NR3a
a NR3b ~55 %.

Pii pokusech na hlodavcich bylo dokdzéano, ze specifickd exprese podjednotek hraje
dilezitou roli pii synaptogenezi, synaptickém zrani, ale i pfi eliminaci synapsi a neuronalni

smrti v ¢asném postnatalnim obdobi.
NR1

NR1 podjednotka se vyskytuje napii¢ celym mozkem. ShromaZd’uje se na dvou
hlavnich mistech: na plasmatické membran¢, kde je vazana s NR2 a NR3 podjednotkou,
a v endoplazmatickém retikulu, kde je shromazd’'ovana ve form¢ dimeru NR1/NR1 (Low

a Wee, 2010; Sanz-Clemente, 2013).

Jednotka je kddovana jednim genem, ale vyskytuje se v 8 isoforméch. Isoformy se od
sebe 1isi pfitomnosti exonu 5 (N1) v extracelularni N-koncové doméné a zpracovanim exonti
21 (Cl) a 22 (C2, C2°), které provokuji zmény na intercelularni C-koncové doméné.
N1 region méni vlastnosti kanalu v zavislosti na pfitomnosti sperminu, pH, zinku a méni
afinitu k agonistiim a antagonistim. Receptory, které obsahuji exon 5 jsou pfi fyziologickém
pH aktivovany uplné, ty, které maji nedostatek exonti 5, jsou ¢aste¢n¢ inhibovany. Odlisnosti
C-koncové domény jsou dulezité pro regulaci NMDA receptoru na membrané. C1 region
obsahuje neurofilamenta, ktera urcuji polohu a transportovani NMDA receptoru z ER na
membranu. C1 region je pozitivné ovliviiovan glutamatem a negativné kalmodulin kinazou.
Exon 22 muze byt zpracovan ve dvou variantdch: C2 a C2°. Oba se Ucastni na transportu,
inserci a udrzovani NR1 podjednotky na membrané. C2¢ mé navic vazbu s postsynaptickymi
denznimi proteiny, které umoziuji shlukovani podjednotek na povrchu buiiky. Obé varianty

mohou byt fizeny synaptickou aktivitou (Flores-Soto et al., 2012; Zhou et al., 2009).

C et dua | T — | oo ———" re— I ——
P |

NR1-1a

c00 -

€00 -

T e —

c00 -

NR1-3a Nﬂl&-
Loy [ — : ey e ————)
Kﬂl‘b-
NF1l-da _ L.:m Transmembrane domaing  awesianm mesvsve -
- — h — U, -
£oor Cassata 7' e

Obriazek 2. Isoformy NR1 podjednotky; Flores-Soto et al, 2012
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NR1 podjednotka se v mozku zadina objevovat 14. embryonalni den (E14), po
6. postnatalnim dnu (P6) zacina exprese rychle stoupat, vrcholi v P19 a poté postupné klesa
do hodnot vyskytujicich se v dospélosti. Exprese jednotlivych isoforem je v rtiznych mistech
mozku odli$na, vyznam ale jest€ neni znam. Zatim co je vyskyt NR1-2 hojny, NR1-1 a NR1-4
se vyskytuje nejvice v piedni ¢asti mozku (cortex, hippocampus). Ackoliv se piekryvaji, 1isi
se i hojnost NR1-a a NR1-b isoformy, kdy v hippokampu muizeme nalézt NR1-a formu ve
vSech bunkach a NR1-b forma je soustfedéna do CA3 vrstvy (Paoletti et al., 2013; Haberny,
2002).

NR2

NR2 podjednotka se od NR1 podjednotky lisi v ¢asovych i prostorovych specifikacich.
Ctyfi druhy NR2 podjednotek jsou hlavni pfi¢inou rozdilnych vlastnosti NMDA receptoru
a ptimo ovliviiuji postsynapticky excitaéni tok. C-koncovd doména je u NR2 receptoru
vyrazné vetsi a ma zéasadni vliv na funkci a lokalizaci receptoru. NR2 podjednotky mayji
sekvenci, ktera aktivuje shlukovani receptori na membrané a maskuje tuto funkci NRI
podjednotky. Nadfazena je NR1 i sekvence NR2b podjednotky ve funkci ER retence. Funkce
NR2 podjednotky podléha regulaci prostiednictvim fosforylace, kterda zvySuje aktivitu
receptoru. Kromé kinaz, které vyuZzivaji serinova a threoninova rezidua na NR1 podjednotce,
je NR2 podjednotka substratem pro dalSi kindzy, které fosforyluji tyrosinova rezidua
(Flores-Soto et al., 2012). Jednotlivé subtypy NR2 receptoru se lisi odliSnymi rezidui na M3
segmentu (Paleotti et al., 2013).

Hlavni vyskyt NR2 podjednotky v CNS je na plazmatické membrané buiky, velka
vétSina vyzkumu uvadi, Ze je lokalizovana postsynapticky. V dospélé CNS jsou NMDA
receptory s NR2a podjednotkou ptevazné obsazeny v  synaptickych sitich

a receptory s NR2b podjednotkou v extrasynaptickych sitich (Sanz-Clemente et al., 2013).
Ontogeneze NR2

Embryonalné dochazi v mozku ze ¢ty podjednotek hlavné k expresi NR2b a NR2d
podjednotky. Thned po narozeni startuje exprese NR2a podjednotky (Paoletti et al., 2013).
V prvnich tydnech po narozeni v mozku NR2b a NR2a podjednotky dominuji. NR2a
podjednotky dominuji v mozku do 10. — 14. postnatalniho dne. V Tomto obdobi dochdzi
k vyméné a na jejich mista nastupuji NR3b podjednotky (Fukaya et al., 2005; Low a Wee,
2010). NR2b podjednotka se zacina vyskytovat v riznych ¢astech mozku od narozeni a az do

10. postnatalniho dne ji mizeme najit v celém mozku. MnoZzstvi NR2b podjednotky stoupé az
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do P21, do dospélosti mnozstvi mirné klesne (Wenzel et al., 1997). NR2c podjednotky jsou
detekovany od 10. - 14. postnatalniho dne. NR2d podjednotky jsou nalézdny od raného
vyvoje. Zacatek jejich exprese byl zaznamenan v Purkynovych buiikach béhem prvnich

8 postnatalnich dni (Sanz-Clemente et al., 2013; Haberny, 2002).
NR2a a NR2b

Exprese NR2a podjednotky zacina po narozeni, v PO je detekovatelnd v CAl regionu
hippokampu a slaby signdl vychdzi z mozkové klry a striata. V P5 je jiz podjednotka
detekovatelna v celém mozku. V dalSich postnatalnich dnech exprese podjednotky stoupa
s vrcholem v 3. postnatilnim tydnu. V P21 je nejvétsi koncentrace NMDA s NR2a
podjednotkami v globus pallidus, subthalamické oblasti, tektu a prodlouzené mise, nejveétsi
exprese podjednotky je v hippokampu, mozkové kiie, striatu, thalamu, cichovém jadru
a v mozeCku. Po tomto vrcholu je exprese do dospélosti mirné redukovana. NR2b
podjednotka se v den narozeni (PO) jiz hojné vyskytuje v ¢ichovém jadru, hippokampu
a mozkové kute. V P5 je tento subtyp produkovan v celém mozku. Zména nastava mezi P10
a P21, kdy dochazi k restrikci exprese a podjednotka je nadéale detekovatelnd hlavné v predni
¢asti mozku. V dospélém mozku je koncentrace ve srovnani s P21 klesne jen minimalné
s maximem v mozkové kife, thalamu a mozecku (Wenzel et al., 1997). Striatalni NMDA
receptory, které obsahuji NR2a a NR2b podjednotky ptrednostné reguluji striato-pallidalni
a striato-nigralni projekéni neurony (Fantin et al., 2007).

Odlisny je pravdépodobné u téchto subtybl systém vazby a mobility na membrané.
NR2b podjednotka je na membranu vazana PDZ (post synaptic density protein), NR2a
podjednotka se vaze na membranu vyhradné za absence PDZ. Diky této vazbe, kterd je daleko
1épe narusitelnd fosforylaci casein kinasy 2 (CK2), se NMDA receptor obsahujici NR2b
podjednotku 1épe uvolni nebo navaze na membranu (Paoletti et al., 2013). Tento nazor
nesdileji vSichni autofi (napt. Sanz-Clemente et al., 2013). NR2b jednotka ma vétsi afinitu ke
glutamatu, ale NR2a podjednotka ma vyssi pravdépodobnost aktivace kanalu i rychlejsi
deaktivacni Cas. Studie to ptikladaji pfevaznému synaptickému (NR2a) a extrasynaptickému

(NR2b) vyskytu podjednotek (Sanz-Clemente et al., 2013).
NR2c

NR2c podjednotka je produkovana hlavné v mozeCku, thalamu a ¢ichovém jadru
dospélych jedincti. Nastup podjednotky je proti pfedchozim opozdény. Slaby signal je

detekovatelny v PO, P5 i P10, vyrazny vzestup exprese je zaznamenam az v P21. Zména
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distribuce a exprese po P21 do dospé€losti neni evidovana (Wenzel et al., 1997). NR2c
podjednotka se odliSuje nizkou vodivosti kanalu a senzitivitou k magneziu, to umozinuje
v nékterych Castech mozku otevieni kanalu bez postsynaptické depolarizace.
Pravdépodobnost otevieni je ale ve srovnani s NR2a podjednotku az 10 krat nizsi (Sanz-

Clemente et al., 2013; Strong et al., 2014).
NR2d

Tato podjednotka je lokalizovana zejména extrasynapticky, synapticky nebyla zatim
jasn¢ dokdzana. Exprese podjednotky zafind uz embryondlné, po narozeni dochdzi
k restrikci podjednotky do kauddlnich casti mozku, nejvétsi exprese je okolo dne P7.
V dospélosti je nejvetsi mnozstvi podjednotek lokalizovano v diencephalu, mezencephalu
a v miSe. Charakteristicky je pro tuto podjednotku dlouhy decay time, a to 4-5 sekund
(Paoletti et al., 2013; Sanz-Clemente et al, 2013; Mothet et al., 2015).

NR3

NR3 podjednotka byla identifikovdna ve dvou formdch NR3a a NR3b. Véazané se
vyskytuji v podobé dimerd NR1-NR3 a heterotrimerd NR1-NR3a-NR3b, NR1-NR2-NR3,

které jsou aktivovany navazanim glycinu (koagonista) a za ptitomnosti glutamatu (agonista).

NR3A podjednotka vykazuje 27% podobnost s NMDA NR1 a NR2 podjednotkami
a 23% podobnost s non-NMDA receptorovymi proteiny, do skupiny receptorti se zaradila
podobnou strukturou M1 segmentu. Nachazi se na postsynaptickych membranach naptic
celou CNS. Nejvétsi koncentrace této podjednotky je v miSe, thalamu, hypotalamu,

mozkovém kmenu, hippokampu a amygdale.

Vyskyt NR3b podjednotky je stejn¢ jako NR1 (v jeji pfitomnosti) v celé CNS.
Koncentrace je vétSi v mozkovém kmenu, hippokampu, mozecku a mise. V mozecku je
soucasti Purkynovych bunék na rozdil od NR3a podjednotky, kterd v mozecku dominuje
v granularnich bunkach. V mise se vyskytuje v multipolarnich neuronech ptednich a zadnich

rohti (Low a Wee, 2010).

Ontogeneze obou NR3 subtypt se lisi. V raném postnatalnim véku je u hlodavca
pfitomno relativné vysoké mnozstvi NR3a proteinu a NR3b je nedetekovatelny. V obdobi
P7-P21 dochazi k poklesu NR3a, ktery zlstava nizky i v dosp¢€losti. BEhem tohoto obdobi se
zacina zvySovat mnozstvi NR3b (Low a Wee, 2010). NR3b podjednotka se v dospélém zivoté

vyskytuje nejvice v motoneuronech (Paoletti et al., 2013). V oblasti pfednich misnich roht
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(motoneurony) popsal Fukaya et al. (2005) vztah mezi NR2a a NR3b podjednotkou.
Postnataln¢ do obdobi P10-14 dominuje v této oblasti NR2a podjenotka, ta je v obdobi
poklesu nahrazovana NR3b podjednotkou, ktera dosdhne konec¢ného mnozstvi P21

a zustava do dospélosti (Fukaya et al., 2005).
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Obrazek 3. Vyvoj podjednotek NMDA receptoru; Fukaya et al., 2005
Z obrazku vyplyva, ze tvarova zména V u NR1 podjednotky patrn€ souvisi s vyvijeci

se zménou podjednotek na motoneuronech.

Role NR3 receptoru neni jesté zcela znama. Zménény receptorovy komplex vykazuje
odliSnou odpovéd’ na aferentni signdl, coZ muze vysvétlovat snizenou odpovéd NMDA
receptoru na motoneuronech u starSich a dospélych jedinci, a je odolny vici NMDA
zprostfedkované excitotoxicité (Fukaya et al., 2005). Piitomnost redukuje senzitivitu k Mg®*
a zaroven sniZuje propustnost pro ca®*. P nastupu NR3 jednotky na synapse dochazi
pravdépodobné k utlumu zrani synapsi, coz umoznuje inzerci AMPA receptort (Paoletti et al.,
2013).

1.3.3 Extra-neuralni vyskyt NMDA receptoru

Kromé toho, Ze se NMDA receptory hojné vyskytuji v CNS, je postupné stile

objevovana jejich pfitomnost v extraneuralnich tkdnich.

Jsou to pfedevSim organy odpoveédné za homeostazu kalcia a organy vysoce zavislé na
rovnovaze kalciové koncentrace. Poruchy NMDA receptori maji souvislost s mnoha
onemocnénimi, nicméné je jeSté tfeba mnoha vyzkuml k rozliSeni a vyuZziti potencidlu

receptorti ve vySe popsanych organech (Bozic a Valdivielso, 2014).
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V nasledujici tabulce do kategorie ostatnich patii lymfocyty, keratinocyty, slezina,
zaludek, ovaria, dolni urogenitalni trakt, brzlik, pankreas a u NR2c¢ podjednotky i pficné

pruhované svalstvo (Bozic a Valdivielso, 2014).

Ledviny | Kost 13tr611sltsllt<1:1a Srdce | Ostatni

NR1 X X X X X
NR2a X X X

NR2b X X X X
NR2c X X X
NR2d X X X

NR3a X

NR3b X

Tabulka 1. Vyskyt jednotlivych podjednotek v organech mimo CNS; Bozic a Valdivielso, 2014

1.3.4 LTP/LTD

Dlouhodoba potenciace (Long-Term Potenciation, dale LTP) a dlouhodoba deprese
(Long-Term Depression, dale LTD) hraji vyznamnou roli v plasticité nervovych synapsi.
Dochézi k nim na excitac¢nich 1 inhibi¢nich synapsich za pfedpokladu riiznych protokold,
které jsou stale zkoumany. V protokolech se kromé NMDA receptori €astni 1 jiné napf.
kainatové, serotoninové, dopaminové nebo metabotropni glutamatoveé receptory. LTP a LTD
prispivd k mnoha mozkovym funkcim, jako je pamét, uceni, transmise bolesti, emoci

a vzniku a udrzovani chronické bolesti (Zhuo, 2009).

Ganong popisuje jeden z protokold, kterého se ucastni NMDA receptory takto: ke
vzniku dlouhodobé potenciace dochazi souhrou AMPA a NMDA receptoru. LTP je ,,rychle
vznikajici stabilni zvySeni postsynaptické odpovédi na nesynaptickou stimulaci vyvolané
kratkou salvou podnétit o vyssi frekvenci, kterd aktivuje nesynaptické neurony (Ganong,
2005, s. 116). Mechanismus byl popsan v oblasti hippokampu, primarni aktivaci AMPA
receptorti a sekundarni aktivaci NMDA receptorti se do postsynaptické buiiky dostane Ca®,
které aktivuje kalmodulin. Ca** kalmodulinkinaza 11 navazujici v kaskad¢ dale zptsobuje
pozitivni zpétnou vazbu v podobé zvySeni propustnosti sousednich AMPA receptori.
Glutamat a néktefi jeho agonist¢é mohou ale zpusobit zvySeny intraceluldrni tok Ca™, jehoz
koncentrace vede k bunécné smrti (Ganong, 2005, s. 109, 116-117). V dne$ni dobé uz jsou
znamy studie dokazujici tuto synaptickou aktivitu ve sttednim mozku na NMDA receptorech

bez ucasti AMPA receptort (Paleotti et al., 2013).
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Protokoly spoustéjici LTP jsou odlisné pro NMDA receptory, které jsou slozeny
z odlisnych podjednotek, a rozdily jsou i u totoznych receptord dle jejich lokalizace v mozku
napi. blokada NR2-NMDA receptoru v amygdale redukuje LTP, ale nedojde k uplné blokad¢,
zatimco blokada stejného receptoru v CA1 regionu hippokampu nema na indukci LTP viibec

vliv (Zhuo, 2009).

Dlouhodobé deprese vznikd opacnym mechanismem tedy niz$i frekvenci stimulace,
ktera vyvolava i mens$i vzestup Ca*. LTD vznika pravdépodobné defosforylaci AMPA
receptort (Ganong, 2005). LTD vyvolané v AMPA receptorech miize indukovat LTD aktivitu
v NMDA receptorech, za uréitych podminek muze ale LTD NMDA receptora vzniknout bez
pravodni aktivace AMPA receptord. Pfesny mechanismus prubéhu aktivace je stale zkouman

(Paoletti et al., 2013).

Pokusy zkoumajici zavislost jednotlivych podjednotek v NMDA receptorech na
vyvolani LTP/ LTD ukazaly, ze aktivace NMDA receptoru s NR2a podjednotkou piimo
souvisi s vyvolanim LTP a receptor s NR2b podjednotku vyvolava LTD. V indukci LTP/LTD
se vSak nachdzi diskrepance ve vyvoji a lokalizacit NMDA receptorti, proto prevlada nazor, Ze
podjednotky NMDA receptoru nejsou jediné, které LTP/LTD vyvolavaji (Paoletti et al.,
2013).

1.3.5 Patologické stavy NMDA receptorového systému

NMDA receptory jsou dulezité pro presynapticky vyvoj a maturaci a hraji zasadni roli
pii excitacni synaptické transmisi a synaptické plasticité. Obdobi nejvétsi synaptické exprese
ma koincidenci s obdobim intenzivni formace synapsi, piedpoklada se, Ze aktivace axonalnich
NMDA receptorti muize facilitovat formovani synapsi (Fedder a Sabo, 2015). Dominantni role
NMDA receptoru je ale zaroveinn piiCinou vétsi senzitivity k excitotoxicité, zplsobenou
zvySenym influxem Ca®* a zvySenou aktivitou receptoru. Nadméma koncentrace Ca®*
v buinice zpiisobuje peroxidaci lipidi bunééné membrany, ER a mitochondrii. Proces vede
k naruSeni iontové homeostazy a poklesu zasob ATP. ZvySend koncentrace Ca2+ aktivuje

intracelularni signalni drahy spojené s buné¢nou apoptozou. (Flores-Soto et al., 2012).

Naruseni formovani synapsi pii vyvoji mozku ptispiva k patogenezi neurovyvojovych
a psychiatrickych onemocnéni jako je autistické spektrum, epilepsie, anxieta, deprese nebo

schizofrenie (Fedder a Sabo, 2015). Dysfunkce receptoru muze byt podkladem
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k onemocnénim i po obdobi jejich nejvétsi exprese, kdy by mély vykazovat stabilitu napf.

neurodegenerativni postizeni, kognitivni zmény, cerebralni ischemie, aj. (Paolleti et al., 2013).

postizeni mozku

excitotoxicité

peptidy narusujici
NR2b interakce

Indikace Zmény NMDA receptoru Farmakoterapie Zdroj
p. S. epilepticus - zvySena exprese
NR2b podjednotky, zvysena premedikace
Epilepsie regulace aktivity receptort NR2b Guli et al., (2016)
obsahujicich podjednotku (Zadné antagonistou
zmény u NR2a podjednotky)
zapojeni NMDA nen jasné, ale NMDA Miller et al., (2014):
Deprese pti inhibici dochazi k rychle. antagomsta Paolleti et al
(24hod) a trvalé (dny) redukci (ketamin), NR2b (2013) B
symptomul antagonista
Poruchy redukovana i zvySena fuche vyuziti NMDAR Paolleti et al..
C L, NMDA receptoru, mechanismus antagonistd i
autistického spektra . . (2013)
nejasny potenciatoru
NMDA
Redukovana aktivita NMDA potenciatory, Mothet et al.,
Schizofrenie receptoru, alterace metabolismu D-serinové a (2015); Paolleti et
D-serinu (primarn¢) a glycinu glycinové al., (2013)
inhibitory
zvy$ené mnozstvi beta-amyloid Sanz-Clemente et
peptidu se vaze na synapse a NMDA al., (2013);
Alzheimerova zpusobuje pokles exprese NR2b antagonista Flores-Soto et al.,
choroba podjednotky, korelace mezi (memantin), (2010);
zménou NMDA receptoru a NR2b antagonista Paolleti et al.,
kognitivni dysfunkci (2013)
pokles mnozstvi NR1 a NR2b NR2b
podjednotky, pti 1écbé L-DOPA antagonista Sanz-Clemente et
Parkinsonova | zména distribuce NR2b a zvy3en4 gonista, al., (2013):
. zkoumani vlivu .
choroba exprese NR2a podjednotky, NR2a Paolleti et al.,
souvislost s motorickym . (2013)
o podjednotky
postizenim
prvotni pokles exprese NR2a a
NR2b podjednotky je asociovana NMDA Flores-Soto et al.,
Huntintonova s vEtsi citlivosti k degeneraci . (2011),
- antagonista, .
choroba neuronu, gen Huntington NR2b antaconista Paolleti et al.,
indukuje aktivaci NR2b g (2013)
excitotoxicitu
. . NR2b . :
Ischemie a hyperaktivace receptoru s NR2b antaconista Paolleti (2013);
traumaticka podjednotkou vede k g ' Celso Constantino

(2014)

Tabulka 2. Patologické stavy ve vztahu s NMDA receptory; vlastni zpracovani

1.3.6 Farmakologie NMDA receptoru

Funkce NMDA receptoru mtize byt cilené pozitivné i negativné ovlivnéna. Vyzkum
potenciace a deprese funkce NMDA receptoru se tyka vyuziti latek hlavné u neurologickych

onemocnéni jako schizofrenie, cévni mozkova piihoda, celkova ischemie, Parkinsonova nebo
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Alzheimerova choroba a depresi (Vyklicky et al., 2014; Strong et al., 2014). Soucastné studie
ukazuji na vyraznou neuroprotektivni funkci pii zvySené aktivaci NR2a podjednotky (Zhang
etal., 2015).

Pozitivni vliv na funkci mé nékolik skupin latek:

polyaminy — spermin
o zvySenim senzitivity glycinu NR2b podjednotky
- neurosteroidy — pregnenolon sulfat
o zvySenim pravdépodobnosti otevieni kanalu s podjednotkou NR2a nebo NR2b
- selektivni allosterické potenciatory — methadon
o zvySenim frekvence otevirani kanalt s NR2c a NR2d podjednotku
- pyrolidinony — selektivni potenciaci NR2¢ podjednotky
- parcialni agonisté — D-cykloserin

o zvySenim LTP

peptid GLY X 13 a jeho analogy

o zvySenim LTP a sniZzenim LTD

Negativné piisobicich latek je zaregistrovdno mnoho, ne na vSech ale probihaji studie.
Podle vazebného mista je mizeme délit na kompetitivni antagonisty, blokatory kanalu
a nekompetitivni antagonisty. Kompetitivni antagonisté se vazou na misto agonisty, ale kanal
neaktivuji. Blokatory kanalu se vaZzou na misto kandlu a zptsobi jeho nepriichodnost. Jsou
zavislé na napéti a prvotni aktivaci receptoru, jejich uc¢innost je na zac¢atku pomald, vyhodou
je uméra mezi vzestupem UcCinnosti a aktivitou receptoru. ProtoZze je ale kanal tvofen vice
druhy podjednotek, vykazuji tito antagonisté nizkou selektivitu ke konkrétnim podjednotkam.
Nekompetitivni antagonisté navazanim kamkoliv na receptor receptor inaktivuji. Jsou
nezavisli na napéti, aktivaci receptoru a vyhodou je velkd specifita k dané podjednotce.
Specifiéti antagonisté jesté nebyli identifikovani pro NR3 podjednotku (Vyklicky et al., 2014,
Strong et al., 2014; Paoletti et al., 2013).

- kompetitivni antagonisté — D-2-amino-5-phosphonovalerate (D-APV)
- blokatory kanalu — dizocilpine maleate (MK-801)
o phenylcyklidin, ketamin — pouzivané jako anestetika
o memantin — specificky nizkou aktivitou a rychlou disociaci po inaktivaci
receptoru

- nekompetitvni antagonisté — QNZ 46 — specificky pro NR2c a NR2d podjednotku
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o sulfonamidové derivaty — benzenesulfonamid (TCN-201) — specificky pro
NR2a podjednotku

o phenylethanolaminové slou¢eniny — ifenprodil, eliprodil, Ro 25-6981
specifické pro NR1/NR2b podjednotku, vazou se na povrch mezi laloky
podjednotek tohoto dimeru

Studie ukazuji, ze mensi molekuly se navazuji s vétsi afinitou a na receptor maji veétsi
vliv. Neékteré latky jsou v soucasnosti testovany kvuli specifickym podminkam, které
vyzaduji, pouze in vitro, napt. TCN-201 (Regan et al., 2015). Komplikovana je interpretace
farmakologickych znalosti pro triheteromické receptory. Naptiklad funkce tri-heteromeru
NR1/NR2a/NR2b je potenciovana Zn® se stejnym vysledkem, ale ifenprodil i pfes svou
vysokou afinitu inhibuje receptor jen ptiblizné z 20%. Pro pusobeni latek na tri-heteromery je

potieba dalsi vyzkum (Paolleti et al., 2013).

1.4 Laboratorni potkan

Potkan je zvife, které se do Evropy dostalo z Asie na zacatku 18. stol. Taxonomie

laboratorniho potkana:
fiSe: zivocichové (Animalia)
kmen: strunatci (Chordata)
ttida: savci (Mammalia)
podtiida: zivorodi (Theria)
fad: hlodavci (Rodentia)
podiad: mySovci (Myomorpha)
Celed’: mySoviti (Muridae)
podceled’: pravé mysi (Murinae)
rod: krysa (Rattus)
druh: potkan (Rattus norvegicus)
poddruh: potkan laboratorni (Rattus norvegicus var.alba)

Bili potkani byli poprvé uchovani v roce 1909 ve Wistar institutu ve Filadelfii, odkud se

jako prvni domestifikované zvife pro vyzkumné ucely rozsifili do laboratornich chovli po
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celém svété. Podobna patofyziologie a etiologie onemocnéni potkana a ¢lovéka umoziuje
jeho pouziti pro vyzkum v experimentalni mediciné napfi¢ obory (Krinke, 2000, s. 3-6).
Studie o podobnosti zrani nervové soustavy potkana a ¢lovéka pochazi ze zacatku 20. stol.,
kdy uvade¢li, ze 1 den potkana odpovida 30 lidskym dnim, novorozené dité¢ odpovida véku
potkana PS5, protoze se rodi vice nezraly. Tvrzeni bylo dolozeno studiemi mozku o podobnosti
rustu vahy, poklesu mnozstvi vody, akumulace myelinu, zrani mozecku a dosazeni tloustky

mozkové kury (Donaldson, 1916).

1.4.1 Ontogeneze

Téhotenstvi je viceCetné a trva 21-22 dnu. Mlad’at se rodi v jednom vrhu obvykle 12-18,
ale maze jich byt i vice nez 20 (Krinke, 2000, s. 163-171). Vyvoj motoriky trva u potkana od
nejnizsich k nejvys§im modelim 2-3 tydny po narozeni (viz nize). Mlad¢ je u matky

Vv laboratornich podminkach do véku ptiblizné P21 a poté je odstaveno.

V dal$im obdobi nastupuje u mlad’at obdobi sexualniho zrani. Sexualni zrani je obecné
definovano u samic vaginalnim otevienim, ke kterému dochézi ve véku P32-34, a u samcii
balano-prepucialni separaci, ke které dochazi ve véku P45-48. Obdobi dospélosti predchazi
jeste adolescence, kterd je jako u lidi charakterizovana zménami chovani s mensim pudem
sebezachovy, riskovdnim a socidlnimi hrami. Obdobi dospélosti zacind po osmém
postnatalnim tydnu, coz odpovida priblizné P63 (McKutcheon a Marinelli, 2009). Laboratorni
potkan se doziva piiblizné 3 let.

P7 P21 P35 , P&3
~14g ~45 g -115g I 'J') ~300g
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Postnatal day 0 7 14 29 28 35 42 49 56 63 T0O O F7 84 91 98
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neonatal  weanling periadolescent young adult

Obriazek 4. Schéma odliSnych vyvojovych stadii laboratorniho potkana v prvnich tfech mésicich Zivota;
McKutcheon a Marinelli, 2009

1.4.2 Vyvoj motoriky

cvwr

2-3 tydny po narozeni. Na organismu probiha rostrokaudalnim a ventrodorzalnim smérem.
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Potkan je schopen generovat pohyby na spinalni urovni jiz v embryonalnim stadiu
okolo E20. Tento mechanismus jde po narozeni vyvolat pii umistnéni mladéte do vody, kde
zacne plavat. Plavani zprostfedkované spinalnimi okruhy ve véku P1 se od plavani dospélého
jedince lisi, hlavnim rozdilem je asynchronnost koncetin. Primitivni plavani vSech Ctyf

koncetin jde vyvolat v prvnim tydnu Zivota, u zadnich konc¢etin do P15 (Muir, 2000).

Shriner et al. (2009) popsali podrobné vyvoj chiize v jednotlivych ¢asovych obdobich

od PO do P30. V textu nize shrnu jejich vyzkum a rozd€leni a obohatim o poznatky jinych

autort.
i Mature
: Immature  :Ambulation
Ambulation
: L INtegration se——lp
: L Crawling s—p
: Pivoting : :
Asynchronous : :
: . : : 5
0-6 ;7-10;11-14; 15-18 19-26 : 27 -30

Obrazek 5. ZjednoduSené schéma vyvoje chiize u potkana druhu norvegicus v prvnim postnatilnim
mésici; Shriner et al., 2009

PO-P6

Novorozeny potkan zaujima pozici v pronaci. Pozice je stabilni a dokaze ji fidit bez
vétsich oscilaci ve frontalni roving. Cenich je stale v kontaktu s podlozkou a o¢i jsou zaviené
(Lelard et al., 2006). Ramenni i panevni pletence nejdou elevovat od podlozky. Koncetiny
nejsou longitudinalné s osou téla. Koncetiny jsou lateraln€ od trupu drzeny v ulnarni deviaci
a prsty zdstavaji oteviené a extendované (Shriner, 2009). Pfi pfijimani potravy dochazi na

koncetinach k stretchingovému reflexu, kdy dojde k natazeni celych koncetin (Krinke, 2000).

Po narozeni dochazi ke zrani kortikospinalnich drah. Drahy dosahuji thorakolumbalni
urovné az v P6 a jejich vyvoj pokracuje az do P15, nékdy i déle (Muir, 2000; Shriner et al.,
2009). V tomto obdobi se vyskytuji na koncetinach asynchronni pohyby fizené na spinalni
urovni, které¢ jsou indikovany senzorickym pravdépodobné ¢ichovym stimulem, po kterém

dochazi k natoéeni téla za nim (Shriner et al., 2009; Brocard et al., 1999).

V P4 se objevuje prvni horizontalni pohyb hlavy v ose kréni patefe a v P5 prvni
vertikalni pohyb hlavou zahrnujici izolovany pohyb v atlanto-kranialnim kloubu (Lelard et al.,
2006; Brocard et al., 2009; Geisler, 1993).
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P7-P10

Ve véku P8 vyrazné stoupa aktivita pohybl hlavy. Dochazi k elevaci ramennich
pletenct od podlozky. Ve véku P9 se koncetiny piesunuji blize k ose t€la a jsou schopny
unést vahu piedni casti téla. Diky biomechanickym zméndm se méni postaveni cervikalni,
thorakalni a lumbalni patefe, kiivky se prohlubuji a kréni patef zacind byt drzena vice

vertikaln¢ (Lelard et al., 2006; Geisler, 1993).

V této lokomo¢ni fazi hovofime o pivotovani. Pivotovani probiha v abduktor-
adduktorovém vzoru. Predni Cast téla je pfednimi koncetinami drZzena nad podlozkou. Pohyb
hlavy do strany je nasledovan abdukci Celistni koncetiny a addukei zahlavni koncetiny. Zadni
koncetiny jsou stale ptfevazné pasivni. T¢lo je stabilizovano diky pohybim hlavy a krku.
(Shriner et al., 2009; Geisler, 1993) na konci tohoto obdobi v P10 uvadi zacinajici schopnost

plazeni v podob¢ 2-4 krokt (viz nize).

Prsty ptednich koncetin jsou stéle nediferencované a je na nich mozno vyvolat obdobu
uchopového reflexu. Nediferencovanou aktivitu zptsobuje polyneurdlni inervace. Svalové
vlakno pfijima podnét z dvou ¢i vice motoneuront. U ptfednich koncetin mizi polyneuralni
inervace na prstech v P10, u celych zadnich koncetin pozdé&ji (Shriner et al., 2009).
Polyneurdln¢ jsou zasobeny 1 svaly stfedu téla, tato inervace mizi okolo P9

u mm. intercostales.

P11-P14

V P11 se predni i zadni koncetiny pfesouvaji blize longitudinalni ose (Lelard et al.,
2006). Objevuje se nova motoricka dovednost — plazeni. V tomto obdobi dochazi k velkému

vzestupu lokomoc¢ni aktivity diky otevieni o¢i v P12.

Otevieni o¢i ma klicovou ulohu ve vyvoji postury. Hlava je vétSinu Casu vzpiimena,
nedotykd se podlozky. Pii pohybu se kréni patef napiimi a pii odpoCinku je téméf ve
vertikale. Mezi hlavou a krkem je dosaZeno maximalni ventrdlni flexe. Ke zméndm flexe
a extenze v celé délce patefe dochazi synchronicky (Lelard et al., 2006). Do postury je vice
zapojena diaphragma, v obdobi P14 mizi jeji polyneuralni inervace (Geisler, 1993).

Plazeni v P11, Geisler (1993) uvadi P10, je lokomoce fizena v§emi ¢tyfmi koncéetinami.
Bficho neni v kontaktu s podlozkou, ¢enich se jiz po P12 nedotyka podlozky. Ze zacatku je
pohyb trhavy, zvife dokaze udé€lat jen par krokd. Vysledkem je ,,stop and go“ motorické

chovani. Od dospé¢lé chiize se tento model 1isi a dospély jedinec se jiz k nému nevraci. Patet je
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na rozdil od dospélé chiize konkavni, k naptimeni dochédzi az pozdéji. Pohyby hlavy pfi
pohybu jsou jen v horizontalni roviné, vertikalni rovina je umoznéna jen pii odpocinku. Pfi
chizi dochazi kvychylkdm patefe ve frontdlni roviné, chybi kontrola trupu
a zadnich koncetin. Zadni koncetiny jsou abdukované v exorotaci (Shriner et al., 2009;
Geisler, 1993). Ackoliv jsou pfitomné volni pohyby v zadnich koncetinach, protoze
kortikospindlni zrani dosahlo v P11 urovné lumbdlni patete, dokonald regulace flexorovych a
extenzorovych skupin neni jesté pln€ k dispozici. Stale se v oblasti vyskytuje polysynapticka
inervace a svalova vlakna, kortikostinalni a rubrospinalni systém neni zraly (Shriner et al.,

2009).
P15-P18

V tomto obdobi dochazi v motorice k velkému pokroku. Dozravaji kortikospinalni

a rubrospindlni drahy a chlize za¢ina mit podobu chiize dospé€lého jedince.

V P15 dozrava inervace na turovni m. soleu a m. gastrocnemia, P16-17 mizi
polyneuralni inervace na urovni prstii zadnich koncetin a tim je umoznén plny tchop na vsech
koncetinach. V P18 se poprvé objevuje aktivita rubrospinalniho traktu (Muir, 2000; Shriner et
al., 2009) Pti stoji zlstavaji zadni koncetiny addukované a exorotace je mensi. Pfi chiizi jsou
pohyby koncetin i trupu plynulej$i a trup zustava pii béhu napiimen (Geisler, 1993).
Stabilizaci patete zajiStuje hluboké zadové svalstvo, které ma podobny vyvoj jako svalstvo
dolnich koncCetin. V obdobi P15 se zacind aktivita zddového svalstva synchronizovat

s fazickou aktivitou zadnich koncetin (Gramsbergen et al., 1998; Muir, 2000).

P19-P26

Tato faze nezralé chlize je charakteristickd periodami s vyrazné zvySenou rychlosti
chtize, v testech se ale vzhledem K rychlosti objevuje vétsi mnozstvi chyb nez u dospélych
jedinct (Shriner et al., 2009).

Na zacatku tohoto obdobi se stile zvySuje koordinace posturalnich svalil
a synchronizace svali pii fazickém cyklickém pohybu. Mezi P21-P26 ma 90 % krokového
cyklu svalovou souhru mezi svaly zadnich konéetin a trupu (Gramsbergen, 1998). V P20 je jiz
umistnéni a orientace pfednich koncetin Uplné shodné s postojem dospélého jedince, zadni
koncetiny maji latenci 5 dni (stale jsou ve vétsi abdukcei a exorotaci). V tomto stadiu zGstava

SirSi baze (Shriner et al., 2009).
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P27 a dale

Mezi P27 a P30 je pIn€ dosazeno chiize dosp€lého jedince. Poslednim krokem je zizeni
béze, kterd je dana vzdalenosti mezi chodidly. Sir$i baze se bshem dalsiho Zivota
v koordinované chiizi mize objevit v pfipadé ohroZeni posturalni stability (Shriner et al.,
2009).

Poznamky k motorické ontogenezi

Motorickd ontogeneze a motorika obecné je ovlivnéna vice faktory — sval samotny,
dozravéani nervovych okruhii a senzorickych drah. Podil na zvySeni svalové sily a vytrvalosti
muze byt dan i zménou slozeni svalovych vlaken, ke které dochazi na zac¢atku tohoto obdobi.
Pfed narozenim nenachazime diferenciaci vlaken dle jejich metabolismu. Do P8 dochazi
k diferenciaci pomalych a rychlych myosinovych fetézci. Béhem vyvoje piibyva rychlych
glykolytickych vldken a az v P21 nachazime konecnou diferenciaci dle metabolickych

vlastnosti na svalova vlakna SO, FOG I, FOG II a FG (Punkt et al., 2004).

Schopnost diferenciace svalovych skupin je ur€ovéana rekrutovanim motoneurond, ke
kterému dochazi, jak bylo uvedeno vyse, béhem prvnich dvou tydnili zZivota. Proces je dan vice
faktory, mezi néZ patii zmény membranovych vlastnosti, regrese elektrickych spoji mezi tély
motoneuronll a polyneurdlni inervace svalovych vldken. Volni motorika je dale v prvnich
dvou tydnech dana dozravanim kortikospindlnich, vestibulospinalnich a rubrospinéalnich drah

(Gramsbergen et al., 1998; Muir, 2000).

Reticulospinal,
vestibulospinal,
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Obrazek 6. Schematicka $kala vyvoje descendentnich drah u potkana v embryonalnim a postnatilnim
véku; Clarac et al., 1998
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Vertikalni Sipky na obrazku 6 ukazuji ¢as, kdy prvni axony dosdhnou lumbalni oblasti.

Buiiky Deitrova jadra reprezentuji vestibulospinalni axony (Clarac et al., 1998).

Pro udrZeni postury a orientaci v prostoru je nezbytny senzoricky systém, pii jeho
nezralosti dochazi k nekompletni ¢i neefektivni koordinaci, coz se také muze podilet na
vyvoji motoriky. Pro stabilitu je vyuzivana kombinace vizualni, proprioceptivni a vestibularni
aference. Novorozené mlad¢é potkana ma K dispozici pouze olfaktoricky systém, nedozraly
vestibularni aparat a ¢asteéné propriocepci (Clarac et al., 1998). Vyvoj finalni anatomie
receptorového aferent-eferentniho systému u potkana pokracuje az do konce tfetiho

postnatalniho tydne (Brocard et al., 1999).

Vestibularni aparat je plné¢ funkéni az 2-3 tydny po narozeni. Propriocepce je
zastoupena po narozeni monosynaptickym napinacim reflexem (Clarac et al., 1998). Kozni
receptory jsou jiz vyvinuty, parovani aferentnich a centrdlnich neuroni neni zralé, ale

minimalni pfenos nemtize byt v raném postnatalnim obdobi vyloucen (Brocard et al., 1999).
Potkan na rozdil od ¢lovéka disponuje dal§im stabilizaénim prvkem — ocasem. Mezi

P7-10 zaCina byt ocas vzpfimovan pii chizi, mezi P11-18 je stabilné¢ drzen nizko nad

podlozku, k aktivnimu $vihnuti dochdzi v ptipadé¢ ztraty rovnovahy nebo padu. Od P19 je tato

schopnost dale uchovana, pii béhu je napiimen do paralely s podlozkou (Shriner et al., 2009).
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2 CILE AHYPOTEZY

Cilem prace bylo zjistit, jestli ma opakované podavani antagonisty NMDA receptoru
vliv na vyvoj motoriky laboratorniho potkana. K ovlivnéni byla pouzita latka Ro 25-6981,
specificky antagonista NR2 podjednotky, ve dvou rozdilnych davkach.

Potkani byli testovani motorickymi testy volenymi dle jejich staii. Pro urceni zmén ve
vyvoji jsme zvifata testovali do dosazeni rané dospélosti v sedmi pfedem urcenych ¢asovych
bodech jejich vyvoje. Potkany s aplikovanou dévkou latky jsme srovnavali s kontrolni

skupinou potkant, néasledné jsme jesté porovnavali skupiny s rozdilnou davkou mezi sebou.
Hypotéza 1

HO: Motorika potkanti vramci jedné skupiny se ve vyvojovych stupnich nezméni.
HA: Motorika potkand v ramci jedné skupiny se ve vyvojovych stupnich zméni alespoil
v jednom z motorickych testu.

Hypotéza 2

HO: Motorika potkantit se nezméni v zavislosti na davce opakované podané latky.
HA: Motorika potkanii se zméni v zavislosti na ddvce opakované podané latky alespon

Vv jednom z motorickych testu.
Hypotéza 3

HO: Zmény v motorice potkana po opakovaném podani latky neptetrvavaji do rané dospélosti.
HA: Zmény v motorice potkana po opakovaném podani latky pietrvavaji do rané dospélosti

alespon v jednom z motorickych testi.
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3 METODIKA

Diplomovéa prace byla zpracovdvana ve dvou etapach. V prvni etapé jsem sbirala
poznatky z literatury a experimentalnich praci, které jsou shrnuty v teoretické ¢asti prace.
V druhé etapé jsme se vénovali vyzkumné cCasti prace. Vyzkumna ¢ast prace je soucasti
grantového projektu P 304/12/G069 centra neurovéd ,,Project of excelence in the field

neuroscience*.

3.1 Zvirata

Experiment byl provadén na samcich albinotickych laboratornich potkanti kmene
Wistar z chovu Akademie véd CR ve véku P12, P15, P18, P21, P25, P31, P61. PO je
zaznamenan jako den narozeni. Zvitrata byla béhem procesu testovani umistnéna v pfiru¢nim
zvéfinci se stdlymi podminkami: teplotou 22+1 °C, vlhkosti 60+5 % a dennim cyklem 12:12
hod svétlo:tma. Svétla ¢ast zacinala v 6:00 a koncila v 18:00. Zvifata byla testovana pokazdé
mezi 14 a 17 hodinou. Voda a potrava byly k dispozici ad libidum kromé doby testovani. Ve
zvétinei byla zvifata ve standardni kleci se svou matkou a sourozenci do véku P21, od P21

pouze se sourozenci.

K testovani bylo vyuZzito 30 samct ze 3 vrhi. V kazdému vrhu po 10 ti zvifatech byly
zastoupeny vSechny 3 skupiny (kontrolni zvifata, 2 skupiny zvifat s aplikaci latky) tak, aby ve

vysledku bylo v kazdé skuping otestovano 10 zvitrat v kazdém véku.

Pokus byl schvéaleny odbornou komisi Fyziologického tstavu AV CR v souladu se

zdkonem Ceské narodni rady ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani.

3.2 Latka

K pokusu byl vyuzit Ro 25-6981 maleat z Tocris Bioscience. Chemicky vzorec latky je
(aR,BS)-a-(4-Hydroxyphenyl)-p-methyl-4-(phenylmethyl)-1-piperidinepropanol maleat.

HO
Me
N
OH

C4H,0,

Obrazek 7. Chemicky vzorec Ro 25-6981 maleatu; Tocris Bioscience
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Ro 25-6981je specificky antagonista NR2B podjednotky NMDA receptoru. Na NMDA
se navazuje vyhradné na N-koncovou doménu podjednotky (Lynch et al., 2000), fadi se mezi
nekompetitivni antagonisty. Blokada zptsobena Ro 25-6981 je zavisla na relativni urovni
aktivace NMDA receptoru, vyhodou je pomalejsi nastup a zotaveni z receptorové blokady
a lepsi inhibice kandlu i za zvySené koncentrace agonisty. Latka je testovdna hlavné jako
neuroptotektant pii glutamatové toxicit¢ a kombinované oxygeno-glukézové deprivaci
(Fischer, 1997).

Ro 25-6981 byl pted podavanim rozpoustén v solném roztoku za mirného ohiivani
v koncentraci 1 mg/ml. Mlad’atim byl roztok podavan v rozmezi véku P7 az P11
intraperitonealné¢ v davce 1 mg/kg a 3 mg/kg dle daného roziazeni do skupin. Kontrolni

skupiné byl podavan fyziologicky roztok v objemu 1ml/kg.

3.3 Testovani motoriky

Testovani motoriky probihalo ve véku P12, P15, P18, P21, P25, P31, P61 vzdy ve
stejnou denni dobu. Zvifata byla na dobu testovani odebrana matce a umistnéna v Kleci na
vyhiivané podlozce kudrZzeni jejich télesné teploty. Testovani probihalo ve specialni
mistnosti bez hluku a s tlumenym svétlem. Dle v€ku byla zvifata jednou osobou testovana
vzdy stejnou sadou testll ve stejném potadi. Byl pouzit test pohybu ve vymezeném nezndmém
prostoru (Open-field), vzpiimovaci reflex, negativni geotaxe, visu na hrazdé¢ za horni

koncetiny, pravidelného a nepravidelného horizontalniho zebtiku a test na rotarodu.

P12 * * * *

P15 * * * *

P18 * * * *

P21 * * * * * *

P25 * * * * *

P31 * * * *

P61 * * * * *

Tabulka 3. Sady testii pouzité pro dany vék; vlastni zpracovani

3.3.1 Open field

Pohyb po neznamém ohrani¢eném prostoru je jednoduchym testem spontanni pohybové
aktivity. Zvife je umistnéno v ¢erném ohrani¢eném prostoru tvaru Ctverce a z vrchu je

snimano kamerou. Prostor jsme rozd¢lili do 16 ti ¢tverct, stfedové 4 sektory jsou definovany
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jako stted. Mlad’ata ve véku P12, P15, P18, P21 a P25 jsme testovali v prostoru s rozméry
50 x 50 cm, zvirata ve véku P31 a P61 v prostoru 80 x 80 cm po dobu 5 minut. Zvife je
poloZeno do stfedu prostoru. Pfirozené dochazi k jeho rychlému piesunu k okraji prostoru
a prozkoumavani hranic. Postupné se uzkost zvifete snizuje tak, ze zacina prozkoumavat stied
prostoru. Program nésledn¢ vyhodnoti vzdalenost, kterou zvife ubéhlo, ¢as a frekvenci
vyskytu zvifete ve stiedu prostoru. Nevyhodou testu je mozné ovlivnéni motoriky zvitete jeho
emocionalitou a motivaci, proto je nezbytné doplnit tento test jinymi testy motoriky (Brooks

a Dunnett, 2009; Karl et al., 2003).

Pohyb zvitat v open fieldu byl nahravan pomoci kamery a nasledné zpracovavan (stiih
videi, hodnoceni) v programu EthoVision, ktery je kdispozici v Oddéleni vyvojové
epileptologie AV CR.

3.3.2 Test vzpiimovaciho reflexu

Vzptimovaci reflex testuje vestibularni aparat a posturdlni reaktibilitu, patii mezi
zakladni neurologické reflexy. Vzpfimovaci reflex je pfitomen od konce prvniho
postnatalniho tydne, jeho vyvoj je ukoncen az v 2-3 postnatalnim tydnu (Geisler, 1993; Muir,
2000). Potkan je pfi testu polozen do supina¢ni polohy tzn. hibetem na podlozku
a koncetinami nahoru. Béhem sekundy by se mél samostatné obréatit zpét do pronacni polohy
tak, aby byly vSechny ¢tyfi koncetiny v kontaktu s podlozkou (Sanchez et al., 2012). U dvou
nejstarSich skupin jsme tento test neméfili, protoze zvifata se otoCila jiz v ruce a bylo

prakticky nemozZné poloZit je na zada na podlozku.

3.3.3 Negativni geotaxe

Negativni geotaxe je vazana na funkci vestibularniho aparatu a propriocepce, reakce je
zavisla na organizované motorické odpovedi (Sanchez et al., 2012; Raminez a Spear, 2010).
Zvite bylo vnaSem pokusu polozeno do stiedu fixni naklonéné roviny o rozmeérech
18,5 x 17,8 cm a sklonu 30° hlavou dolid. Abnormalni poloha hlavy vici t€lu stimuluje zménu
polohy téla o 180°. M¢tili jsme Cas, za ktery se zvite stihne o 180° otocit. Tento pokus neni
ovlivnitelny motorickym u€enim. Zvifata od véku P25 jsme netestovali, protoze se neotoci,

ale rovnou z naklonéné plosiny slezou.
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3.3.4 Vis na hrazdé

Test visu na hrazd¢ je specificky test na silu uchopu piednich koncetin zvitete (Brooks
a Dunnett, 2009). Mlad’ata jsme zavéSovali za predni koncetiny na 28,5 cm dlouhou
horizontaln¢ upevnénou dfevénou kulatou ty¢ o priméru 10 mm do vysky 27 cm nad
podloZzkou a méfili jsme dobu, po kterou se zvifata udrzi. Neochota zvifat drzet se byla
Castecné eliminovana hloubkou, hrazda byla vzdy v takové vySce, aby se ocas nedotykal

dopadové plochy a zvifata neméla moznost prozkoumat prostor pod sebou a fizené seskocit.

3.3.5 Horizontdlni Zebiik

Béh po horizontalné uloZzeném zebiiku testuje koordinaci piednich a zadnich koncetin
zvifete (Cummings et al., 2007). Tento test vyzaduje zrakovou kontrolu a aktivitu
kortikospinalnich a rubrospinélnich drah, které dozravaji mezi P15 a P18, proto jsme tento
test pouzivali az od véku P21 (Muir, 2000). Mlad’ata jsme testovali na zebfiku dlouhém 90 cm
s pravidelné (rozestup piicek 2 cm) a nepravidelné umistnénymi pFickami (rozestup pii¢ek
1-4 cm). Koridor se Zebfikem ustil do hnizda se sourozenci a stény byly od sebe na Sitku téla
mladéte, abychom minimalizovali moznost jeho oto¢eni a b&hu v protisméru. Hodnotili jsme
pocet chyb a dobu, za kterou se mlad’ata dostala do hnizda, maximalni ¢as byl omezen na

2 min. Chyba byla definovana jako Slapnuti koncetinou do prostoru mezi pfickami nebo

sklouznutim nohy pod troven piicek.

Obrizek 8. Mladé ve véku P21 na pravidelném Zebiiku. A. preslap zadni koncetinou, B. preslap predni
koncetinou, C. chiize bez preslapu; vlastni zpracovani
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3.3.6 Rotarod

Rotarod je mechanicky pohdnény pfistroj, na kterém se testuje motorickd koordinace,
rovnovaha a neuromuskularni funkce. Pro uspésnost testu je nezbytna intaktnost cerebelarnich
funkci a motorické koordinace. Pfistroj, ktery rychlost otacek (4-40 ot./min) postupné
zvySuje, se nazyva akcelerod, je citlivéjsi na deficit motorickych funkci (Karl et al., 2003;
Gates et al., 2011). Nami pouzity rotarod byl valec o priméru 6 cm s vras¢itym povrchem
proti skluzu zvifete. Rotarod byl rozdélen do 4 ¢asti o $ifi 8,5 cm K testovani 4 zvitat. Zvolili
jsme zacateCni rotaci 10 otacek za minutu, kterou jsme po 60 sekundach behu zvysili behem

5 ti sekund na 15 otdek za minutu. Méfili jsme ¢as od zacatku béhu do padu zvifete

z rotarodu. Casovy limit byl 120 sekund.

|

Obrazek 9. Rotarod se zviiaty; vlastni zpracovani

3.4 Statistické zpracovani dat

Veskera data ziskand pii testovani byla analyzovana ve statistickém programu
SigmaStat (firmy Systat). Pomoci deskriptivni statistiky uréené pro statistické soubory
S jednim argumentem byla otestovana normalita distribuce hodnot. Pro zhodnoceni vysledka
byla pouzita analyza rozptylu RM (repeated measurement) ANOVA, ktera je urcena specialné
pro opakovana méfeni na tychz subjektech. Odlisnost naméfenych hodnot jednoho testu
u 3 riaznych skupin jsme zjiStovali jednocestnou analyzou rozptylu (one way ANOVA).
V ptipadé¢ rozdilu jsme pouzili parové srovnani Holm-Sidakovym testem. Hladina

vyznamnosti byla stanovena na 5 % (P<0,05).
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4  \/YSLEDKY

4.1 Open field

Testovani zvifat v open fieldu jsme délali u vSech veékovych skupin (P12, P15, P18,
P21, P25, P31, P61). Pomoci pocitaového programu jsme hodnotili vzdalenost, kterou
zvirata za 5 minut ub&hla, Cas, ktery stravila v centralni ¢asti plochy, frekvenci, s jakou se do

centra vracela, a jejich rychlost.
Vzddlenost v open fieldu

Nejmladsi mlad’ata za dany ¢as ub&hla okolo 1 m, dospéla ub¢hla vice nez 2,5 m. Na
grafech mizeme vzhledem k véku vidét ve zdolané vzdalenosti vzestupnou tendenci. Po
vyhodnoceni vysledkti se ubéhnuta vzdalenost ve vékovém rozlozeni signifikantné 1isi ve
véku P61 u vSech skupin a ve v€ku P31 ve skupiné v 3mg/kg latky. V kontrolni skupiné je
statisticky vyznamny rozdil od nejstarSich mlad’at proti vS§em mladSim. Ve skupiné s aplikaci
1 mg/kg latky se nejstarsi mlad’ata 1isi od mlad’at véku P12, P15, P18, P21 a P25. Ve skupiné
se 3 mg/kg latky se vyznamné 1i8i dvé nejstarsi skupiny od skupin ve véku P12, P15 a P18.

Distance in the open field

mm 3000 * Control

2500 -

2000 -
1500 -

1000 -
soi Graf ukazuje vzdalenost, kterou zvifata nabé&hala
. Vv celém poli.

o Bily graf znazornuje zvifata kontrolni skupiny;
1 markg svétle modry graf zndzorfiuje zvifata, kterym byl
aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; tmaveé modry
graf znazoriiuje zvifata, kterym byly aplikovany
3 mg/kg latky Ro 25-6981.
Osa y popisuje vzdalenost, kterou zvifata ub¢hla,
osa X popisuje vek zvitat (P12, P15, P18, P21, P25,
G P31, P61).
mm 3000 PR 3 mg/kg Nad kazdym sloupcem je znazornéna stfedni chyba
prameéru.
Symboly znaéi signifikantni rozdily ve skupiné:
1500 4 * = proti ostatnim, o = proti P12-P25, # = proti
1000 1 P12-P18.

500 -

mm 3000
2500 -

2000 -
1500 -
1000 -
500 -

2500 -
2000 -

o
12 15 18 21 25 31 61 days

Obrazek 10. Vzdalenost, Kkterou zviiata
nabéhala; vlastni zpracovani
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Kdyz jsme porovnali zvifata podle mnozstvi aplikované latky vzdy v jednom véku,
nenasli jsme zadné signifikantni odchylky. Latka v tomto testu nemé vyznamny vliv na

ubéhnutou vzdalenost.

Distance
mm 3500 Obrazek ukazuje porovndni vysledkii pramérné
= e ub&hnuté vzdalenosti ve vztahu jednotlivych skupin
3000 - Y
3 mg/kg zvirat.
2500 - Bil¢é sloupce zndzornuji zvifata kontrolni skupiny;
svétle modré sloupce znazoriuji zvifata, kterym byl
000 | aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; tmavé modré
1500 A sloupce znazornuji zvifata, kterym byly aplikovany
3 mg/kg latky Ro 25-6981.
o Osa y popisuje vzdalenost, kterou zvifata ubéhla,
500 osa x popisuje vek zvirat (P12, P15, P18, P21, P25,
| P31, P61).
12 15 18 21 25 31 61 days Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stfedni chyba
Obrazek 11. Porovnani vysledkii primérné primeru.
ubéhnuté vzdalenosti; vlastni zpracovani
cm P12 P15 P18 P21 P25 P31 P61
Co 1034 +£158 | 1067 £235 | 1170£199 | 1615£201 | 1992 +178 | 1687 £254 | 2538 £ 178
1 mg/kg 940 + 82 805+ 194 | 1126+£239 | 1149+£235 | 1741 £192 | 2252 £272 | 2727 £262
3 mg/kg 1187 £153 | 1079 +£205 | 1298 £159 | 1860+ 138 | 1893 £99 | 2280+ 321 | 2545+172

Tabulka 4. Primérna vzdalenost + stfedni chyba (s) v open fieldu ve véku P12, P15, P18, P21, P31, P61
u kontrolni skupiny a skupin s aplikovanou latkou; vlastni zpracovani

Cas v centru

Centralni pole bylo definovano u mensi arény pouzivané pro potkany ve véku P12, P15,
P18, P21 a P25 i pro vétsi arénu pro potkany ve véku P31 a P61 tak, aby bylo pfimo umérné
celkovym rozmér. Arénu jsme vzdy rozdélili do 16 ti ¢tverct, centrdlni byly 4 Ctverce,

jejichz ani jedna strana nebyla soucasti obvodu.

V kontrolni skupin€ ¢as v centru stravila signifikantné kratS$i dobu proti v§em ostatnim
zvifatim zvifata ve véku P31. Ve skupiné s aplikaci 1 mg/kg latky nebyly Zadné statisticky
vyznamné rozdily. Ve skupin€ se 3 mg/kg latky stravila krat$i cas v centru zvifata ve véku

P12, P31 a P61 proti nejmensim mlad’atim.

Z nize zndzornéného obrazku 12 vyplyva, ze pii srovnani zvitat dle mnoZstvi podané
latky nebyly nalezeny signifikantni odchylky v zddném vé&ku a ani tendence ve skupiné

15 ti dennich mlad’at nedosahla tirovné statistické vyznamnosti.
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Obrizek 12. Cas, ktery zvifata pramérné

stravila v centralni

zpracovani

s 60

Time spent in center

casti

prostoru;

vlastni

50

40 1

30 -

20

10

0 4

12 15 18 21 25 31
Obrazek 13. Porovnani

1 Control
. 1 mg/kg
N 3 mg/kg

¢asu straveného v
centralni ¢asti pole dle aplikace latky; vlastni

61 days

Graf ukazuje cas, ktery zvifata primérné stravila
Vv centralni ¢asti prostoru.

Bily graf zndzornuje zvifata kontrolni skupiny;
svétle modry graf znazornuje zvitata, kterym byl
aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; tmavé modré
grafy znazorfiuje zvifata, kterym byly aplikovany
3 mg/kg latky Ro 25-6981.

Osa y popisuje Cas, osa x popisuje vék zvitat (P12,
P15, P18, P21, P25, P31, P61).

Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stiedni chyba
praméru.

Symboly znaéi signifikantni rozdily ve skupiné:
* = rozdil proti v§em, o = rozdil proti P12.

Obrazek ukazuje porovnani casu straveného
Vv centralni Casti pole dle aplikace latky v jednom
veéku.

Bilé sloupce znazormuji zvifata kontrolni skupiny;
svétle modré sloupce znazoriuji zvitata, kterym byl
aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; tmavé modré
sloupce znazoriuji zvifata, kterym byly aplikovany
3 mg/kg latky Ro 25-6981.

Osa y popisuje vzdalenost, kterou zvifata ubéhla,
osa x popisuje vek zvitat (P12, P15, P18, P21, P25,
P31, P61).

Nad kazdym sloupcem je znazornéna stfedni chyba
prameéru.

zpracovani
P12 P15 P18 P21 P25 P31 P61
Co 30,6 7,54 | 33,8+£9,05 | 17,6 +4,69 | 23,4+£5,18 | 24+£5,17 6,3+25 |17,2+598
Img/kg |21,78+38 | 16+282 | 26+8,11 |20,1+7,.86 |23,7+3,98 | 13,1£4,73 | 15,8 +4,06
3mg/kg |39,9+10,7 | 20,3+£3,72 | 20,9+6,59 | 22,9+ 8,46 | 29+4,7 9,4+1,81 | 15,7+3,42

Tabulka 5. Primérna ¢as + stfedni chyba (s) straveny v centralnim poli open fieldu ve véku P12, P15,

P18, P21, P31, P61 u kontrolni skupiny a skupin s aplikovanou latkou; vlastni zpracovani
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Frekvence navstév centra

Frekvence vyskytu potkana v centralnim poli je ¢islo, které ukazuje, kolikrat potkan

pies centralni pole prebéhl. Toto chovani je ukazuje na celkovou aktivitu zvifete, je hodné

ovlivnéno jeho anxietou.

V ramci vyvoje mizeme vidét v kontrolni skuping statisticky vyznamné rozdily ve véku

P21 a P25. Vék P25 ma vétsi rozdil navstév centra oproti vSem ostatnim vékovym skupindm

s vyjimkou P21. Zvifata véku P21 navstivila centrum statisticky vicekrat nez ve véku P31.

Zvitata s aplikovanou latkou v obou dvou dévkéch byla signifikantné aktivnéjsi ve véku P25

proti mlad’atim P12, P15, P18 a P31. U kontrolni skupiny i skupin s aplikovanou latkou

muzeme pozorovat tendenci vzrustu aktivity ve véku P25, kdy za cely ¢as navstivila centrum

V prumeéru 14krat.

Frequency of visits in OF center
N 20 =

Control

15 1 w

10 1

| [1m

N 20

o[

1 mg/kg
15 1

10

N 20

3 mg/kg
15 1

10 1

5

0

12 15
Obrazek 14. Primérna frekvence navstév
centralniho pole dle véku; vlastni zpracovani

18 21 25 31 61 days

Graf vyobrazuje priamérnou frekvenci navstév
centralniho pole dle véku.

Bily graf znazornuje zvifata kontrolni skupiny;
svétle modry graf zndzorfuje zvifata, kterym byl
aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; tmavé modré
grafy zndzornuje zvifata, kterym byly aplikovany
3 mg/kg latky Ro 25-6981.

Osa y popisuje Cas, osa x popisuje vek zvitat (P12,
P15, P18, P21, P25, P31, P61).

Nad kazdym sloupcem je znazornéna stiedni chyba
prameéru.

Symboly znaci signifikantni rozdily ve skupiné:
W =rozdil P21 proti P31, * = rozdil P25 proti vSem
ostatnim s vyjimkou P21, # = rozdil P25 proti P12,
P15, P18 a P31 v obou skupinach.

Pii statistickém zpracovani dat dle davky latky v jednom véku jsme nasli proti kontrolni

skupin¢ signifikantni rozdily ve frekvenci navstév centra ve véku P31 a P61 u skupiny

s 1 mg/kg latky a ve véku P61 1 u skupiny s davkou 3 mg/kg latky.
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Visits of center - frequency

N 20
[ Contral
. 1 mg/kg
N 3 mg/kg
15 A
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*
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0 4
12 15 18 21 25 31 61 days
Obrazek 15. Porovnani frekvenci navstév

centralniho pole dle aplikace latky v daném

véku; vlastni zpracovani

Obrazek

véku.

ukazuje

porovnani
navstév centralniho pole dle aplikace latky v daném

frekvenci

Bilé sloupce zndzornuji zvifata kontrolni skupiny;
svétle modré sloupce znazoriuji zvitata, kterym byl

aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; tmavé modré

sloupce znazornuji zvifata, kterym byly aplikovany
3 mg/kg latky Ro 25-6981.
Osa y popisuje vzdalenost, kterou zvifata ub¢hla,
osa x popisuje vek zvirat (P12, P15, P18, P21, P25,

P31, P61).

Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stfedni chyba
praméru. Symbol znaci signifikantni odchylku:
* = rozdil od kontrolni skupiny.

P12 P15 P18 P21 P25 P31 P61
Co 5,5+ 1,31 3+0,83 7,6+1,93 | 11,1£296 | 158+2,73 | 2,5+1,48 5,4+1,61
1 mg/kg 4+0,7 2,4+0,81 53+2,19 | 6,8+239 | 133+2,61 | 6,6+1,32 | 10,5+2,24
3 mg/kg 48+1,09 | 3,4+1,05 50£1,8 11,3+£2,71 | 142+£2,05 | 7,1 £1,88 82+22

Tabulka 6. Primérna frekvence + stfedni chyba (s) vyskytu v centralnim poli open fieldu ve véku P12,
P15, P18, P21, P31, P61 u kontrolni skupiny a skupin s aplikovanou liatkou; vlastni zpracovani

Rychlost

Pii pohledu na grafy mizeme pozorovat ve vyvoji vzestupnou tendenci ve zméné

rychlosti ve vSech tfech skupinach. V kontrolni skupiné nastupuje statisticky vyznamny rozdil

o néco diive, P25 méd vyznamnou odchylku od P12-P18, kdy zvifata vyvijela primérnou

rychlost 6,67 mm/s. Ve v€ku P31 byl u kontrolni skupiny mirny pokles. Prvni vyznamna

odchylka se u dalsich skupin nachazi az v P31, kdy zvifata véku P31 s 1 mg/kg latky byla

statisticky rychlejsi nez ve véku P12-P21 s rychlosti 7,85 mm/s a zvitata se 3 mg/kg latky

byla rychlejsi nez ve véku P12-P18 s rychlosti 7,6 mm/s. Ve véku P61 se zvifata ze vsech

skupin byla schopna pohybovat ptiblizné stejnou primérnou rychlosti 8,5-9 mm/s.
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Velocity of locomotion
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° 1 mg/kg
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mms 3 mg/kg
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Obrazek 16. Prumérna rychlost zviiat v open
fieldu; vlastni zpracovani

Graf vyobrazuje pramérnou rychlost zvifat v open
fieldu.

Bily graf znazornuje zvifata kontrolni skupiny;
svétle modry graf znazornuje zvifata, kterym byl
aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; tmavé modré
grafy znazorfiuje zvifata, kterym byly aplikovany
3 mg/kg latky Ro 25-6981.

Osa y popisuje primérnou rychlost, osa x popisuje
ve&k zvirat (P12, P15, P18, P21, P25, P31, P61).
Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stfedni chyba
praméru.

Symboly znaéi signifikantni rozdily ve skupiné:
X = rozdil P25 proti P12-P18, V = rozdil P61 proti
P12-P21, o = rozdil P61 proti P12-P25, * = rozdil
P31 proti P12-P21, # = rozdil P31 a P61 proti
P12-P18.

Statistické porovnani rozdilli podle mnozstvi podané latky v daném véku nepiineslo

zadné signifikantni odchylky.

Velocity of locomotion

12d 21d
mm/s 10 10
81 8
] 6
4 4
JEE § RN
[ 4]
15d 25d
mmis 10 10
8 8
3 5 :
4 4
0 1]
18d 31d
mm/s 10 10

e N & o o

61d
8
6
4
2
[
c 1

3 makg
Obrazek 17. Primérna rychlost zvirat dle
mnozstvi podané latky v dany vék; vlastni
zpracovani
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Grafy zobrazuji prumérnou rychlost zvifat dle
mnozstvi podané latky v dany vék. Vék je uveden
nad kazdym dil¢im grafem.

Na ose x je popsano mnozstvi aplikované latky, na
ose y je popsana rychlost v mm/s.

Nad kazdym sloupcem je znazornéna stfedni chyba
prameéru.



P12 P15 P18 P21 P25 P31 P61
Co 3,47+0,53 | 3,23+0,78 | 3,92+0,67 | 54+0,67 | 6,67+0,6 | 5,65+0,85 | 8,46+0,62
1 mg/kg 3,18+0,27 | 3,05+0,61 | 3,78+0,8 | 3,84+0,79 | 5,87 0,65 | 7,85+ 0,93 | 9,09 + 0,87
3 mg/kg 404+0,52 | 3,69+0,7 | 434+0,53 | 6,22+0,47 | 6,37+0,33 | 7,6 £1,07 | 8,49+0,57

Tabulka 7. Priimérna rychlost + stfedni chyba (s) pohybu v open fieldu ve véku P12, P15, P18, P21, P31,
P61 u kontrolni skupiny a skupin s aplikovanou latkou; vlastni zpracovani

Subjektivni hodnoceni

Potkani maji urCité vzorce chovani a v novém prostoru se chovaji specificky. Vlozenim
do arény jsme je uvedli do nového a neznamého prostiedi. Ze zacatku zvitata prozkoumavaji
prostor okolo stén a v rozich, kde se citi bezpecnéji. Zpravidla arénu né¢kolikrat obéhnou
a popt. oznackuji, teprve poté se pousti do volného prostoru, ktery nejprve rychle prebihaji
a az ke konci se néktefi odvazi zustat ve stiedu delsi dobu. Vyjimkou v tomto ptipadé byla
mlad’ata ve véku P12, ktera jsou jeste slepd (maji slepend o¢ni vicka). KdyzZ se tato mlad’ata
vydala do stfedu nevidice nebezpeci, stravila tam mnohem vice Casu nez mladata ve
véku P15, coz bylo pravdépodobné déno slepotou a mensi hybnosti. Na grafech tento jev
muzeme pozorovat v mirn€ sestupné nebo stavajici tendenci v €asu a frekvenci zvifat P12 na
P15, ackoliv bychom s vé€kem c¢ekali tendenci vzristajici uz od pocatku. Rychlost pohybu se
z véku P12 na P15, kdy do hry vstupuje dalsi senzoricky vjem, statisticky neméni, subjektivné
jsme mohli pozorovat zménu charakteru pohybu. Slepa mlad’ata se pohybovala pomalu
a stale, starSi se pohybovala rychleji, ale pohyb vice stfidala se zastavenim, tim si
vysvétlujeme stejny vysledek v pfepodtu mm/s za cely pobyt zvifete v aréné. Cim byla zvitata

star§i, tim se pohybovala rychleji.

@

D

Obrazek 18. Trasa potkani v prvnich 5 ti minutach po uvedeni zvirat do open fieldu ve véku A. P12, B.
P15, C. P18, D. P25, E. P31, F. P61; Vlastni zpracovani

E F
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Dalsi tendence miizeme pozorovat ve zmeéné frekvence navstév sttedu. U zvifat ve véku
P21 a P25 je vidét narist poctu, toto obdobi je pro zvifata typické jejich zvédavosti
a nebojacnosti. V P31 a v P61 jsme pozorovali pokles navstév i Casu straveného v centru,
zatimco ub&hnutad vzdalenost udrzovala vzestupnou tendenci. Pfredpokladame, Ze tento jev je

zplisoben narstem anxiety u star§ich jedincti a zaroven vétSim rozmérem prostoru.

4.2 Test vzprimovaciho reflexu

Tento test jsme délali u zvifat ve véku P12, P15, P18, P21 a P25. VSechna zvifata
vykonala test v pozadovaném case 1s v kazdém véku. Jedno zvite z kontrolni skupiny ve véku
P12 pottebovalo na otoCeni 2 S, v dal§im véku se ale doba zkratila a vzhledem k ostatnim je

tato hodnota statisticky nevyznamna.

4.3 Negativni geotaxe

Negativni geotaxi jsme testovali u zvifat ve véku P12, P15, P18 a P21. Ve véku P12,
P18 a P21 podavala zvifata s riznym mnozstvim podané latky srovnatelné vykony mezi
5,8-7,3 s. Signifikantni rozdil jsme nasli u zvifat ve véku P15, v tomto véku potiebovala
zvitata kontrolni skupiny signifikantné delsi ¢as pro vykonani tkolu neZ ve vSech ostatnich
dnech, primérmé se otocila za 10,4 s. Zvitatim P15 s aplikaci 3 mg/kg latky stacil ¢as kratsi

ve srovnani se zvifaty téze skupiny ve véku P21, na otoceni jim stacilo pramérné 5,6 s.

Negative geotaxis - effect of Ro 25-6981

s 12 -
Control
10
8
6 1
4 3
2 ﬂ g Graf znadzornuje vysledky pokusu negativni
0 : geotaxe.

Bilé grafy znazoriiuji zvifata kontrolni skupiny;
10 svétle modré grafy znadzornuji zvitata, kterym byl

8 aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; modré grafy
8 znazoriuji zvitata, kterym byly aplikovany 3 mg/kg
: latky Ro 25-6981.

z Osa y popisuje cas, ktery zvifata potiebovala

k vykonani ukolu, osa x popisuje vek zvifat (P12,

212 3 mg/kg P15, P18, P21)
12 Nad kazdym sloupcem je znazornéna stiedni chyba
. . praméru. Symboly znaci signifikantni zmény:
4 # = rozdil proti vSem ostatnim ve skupiné,
2 * =rozdil P15 proti P21.
: 12 15 18 21 days

Obrazek 19. Vysledky pokusu negativni geotaxe;
vlastni zpracovani
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Porovnanim vysledkii podle podané latky v dany den statisticky potvrdil rozdil ve véku
P15, kdy zvifatim s vyssi davkou Ro 25-6981 stacil v porovnéani s kontrolni skupinou

vyznamne¢ kratsi ¢as k vykonani ukolu.

Negative geotaxis

12d 18d
L : : f 7 Grafy ukazuji Cas zvifat potfebny pro zdolani
o " negativni geotaxe dle mnozstvi podané latky v dany
: : vek, vék je uveden nad kazdym dilé¢im grafem.
154 o1g Na ose X je popsano mnozstvi aplikované latky, na
s s 12 ose y je popsan Cas v sekundach.
ol . " . Nad kazdym sloupcem je znizornéna stiedni chyba
3 e I praméru. Symbol zna¢i signifikantni zménu:
2| . T O = rozdil proti kontrolni skupiné.
’ c 1 3 mokg ’ c 1 3 mghkg
Obrizek 20. Cas zvifat potiebny pro zdolani
negativni geotaxe; vlastni zpracovani
P12 P15 P18 P21
Co 5,8+0,53 10,4 + 1,59 6,3 £0,88 5,42+1,02
1 mg/kg 6,1 £0,48 7,3+1,36 6,9+0,72 73+1,3
3 mg/kg 6,7 +£0,74 5,6+0,72 7,6+1,88 6,9+ 0,78

Tabulka 8. Primérny ¢as + stiredni chyba (s) v testu negativni geotaxe ve véku P12, P15, P18, P21
u kontrolni skupiny a skupin s aplikovanou latkou; vlastni zpracovani

Subjektivni hodnoceni

Ve véku P21 jsme nemohli vyhodnocovat vysledky 33% potkant z kontrolni skupiny
a ze skupiny se 3 mg/kg aplikované latky. V téchto pfipadech se zvifata na plosiné neotocila

proti gravitaci, ale rovnou z ni sebéhla dola.

Na grafech vidime minimdlni ¢asovy rozdil mezi nejmladS$i a nejstar$i skupinou
potkanli, ackoliv bychom ocekévali zkracovani Casu potiebného k otoceni. Tento jev
pricitdme tomu, ze se zvifata po otevieni o¢i s pfibyvajicim v€kem vice zajimaji o okoli.
Naklonéna rovina je neohrozuje, proto si mohou dovolit béhem ota€eni hlavou nahoru vice
zkoumat prostfedi okolo. S tim pravdépodobné souvisi i signifikantni rozdily ve véku P15,
kdy zvitata poprvé vidi. Antagonist¢é NMDA receptoru ovliviluji Gizkost, coZ mohlo zpusobit

rychlejsi reakce u skupiny se 3 mg/kg latky a znatelné pomalejsi reakce u kontrolnich zvifat.

4.4 Vis na hrazdé

Vis na hrazd¢ jsme testovali ve vSech vékovych kategoriich. V ramci kazdé skupiny se
Vv pritbéhu vyvoje potkana vyskytly signifikantni rozdily. V kontrolni skupiné byl statisticky

vyznamny vrchol v P21, kdy se potkani udrzeli na hrazd¢ v priméru 44 s, rozdil byl
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vyznamny proti véku P12, P15, P31 a P61. Skupina s 1 mg/kg latky méla dva statisticky

vyznamné vrcholy v P18 a P25, ve kterych potkani dosahli v praiméru 38 s a 50 s, tyto dva

vrcholy se liSily bez statistické vyznamnosti, rozdily mély vuci vSem ostatnim testovacim

dniim ve skupiné€. Skupina se 3 mg/kg latky byla statisticky vyznamny vrchol ve véku P18,
kdy byl primérny ¢as 40 s, odchylku mél véku P12, P15, P25, P31 a P61.

Bar holding - effect of Ro 25-6981

s 70 - #
60 | Controls
50
40
30 4
20 +
10 = I‘j
N , 1 =
s 70 @] 1 ma/k
&0 | M g/kg
50 -
40 4
30 4
20 A
10
ol
s 70
50 | & 3 mg/kg
50 A
40 A
30
20 1
10 4
ol
12 15 18 21 25 31 60 days

Obrazek 21. Primérna doba, jakou se potkani
byly schopni udrzet zavéSeni za horni koncetiny;
vlastni zpracovani

Grafy ukazuji primérnou dobu, jakou se potkani
byly schopni udrzet zavéSeni za horni koncetiny na
horizontalni tyci.

Bily graf zndzornuje zvifata kontrolni skupiny;
svétle modry graf znazornuje zvitata, kterym byl
aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; modry graf
znazoriiuje zvitata, kterym byly aplikovany
3 mg/kg latky Ro 25-6981.

Osa y popisuje ¢asovy rozmér v sekundach, osa x
popisuje vék zvitat (P12, P15, P18, P21, P25, P31,
P60).

Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stfedni chyba
praméru.

Symboly zna¢i signifikantni rozdily: # = rozdil P21
proti P12, P15, P31 a P61, X = rozdil P18 proti
P12, P15, P21, P31 a P61, O =rozdil P25 proti P12,
P15, P21, P31 a P61, & =rozdil P18 proti P12, P15,
P25, P31 a P61.

Statistické porovnani rozdili podle mnozstvi podané latky v daném véku neukazalo

u visu na hrazd¢ zadné signifikantni odchylky.
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Bar holding

12d 21d

40 40

i T n -
oLl | e wmem | | | | NN i

15d 25d

40 40

Grafy ukazuji Cas, po ktery se zvifata udrzela na
s | hrazdég, dle mnozstvi podané latky v dany vek, vek
je uveden nad kazdym dil¢im grafem.

Na ose x je popsano mnozstvi aplikované latky, na

20

18d 31d ose y je popsan ¢as v sekundach.
. Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stfedni chyba
praméru.
Y — BN
. c 1 3 makg
Obrazek 22. Cas, po ktery se zviirata udrZela na
hrazdé; vlastni zpracovani
P12 P15 P18 P21 P25 P31 P61
Co 951,46 | 12,3+£1,99 | 223+3,74 |44,4+18,56| 248+ 7,14 | 75+1,47 | 3,1+0,54
Img/kg | 7,7+1,59 | 14,1+£3,37 | 38,3+9,41 | 20,8 +7,22 |50,2+13,07| 11,5+3,36 | 4,1+0,75
3mg/kg | 6,7+1,46 | 148+4,18 |40,1 £13,23| 25,1 £6,49 | 19,4+4,87 | 10,7+3,52 | 4,2+0,89

Tabulka 9. Primérny ¢as + stiedni chyba (s) v testu visu na hrazdé ve véku P12, P15, P18, P21, P25, P31
a P61 u kontrolni skupiny a skupin s aplikovanou latkou; vlastni zpracovani

Subjektivni hodnoceni

Puvodné jsme ocekavali vykon zvifat umérné stoupajici s jejich vékem, ale z grafu
muzeme pozorovat pokles vydrze po P21-P25. Prfic¢itame to zkuSenostem, zlepSenim
prostorové orientace a samotnym narustem velikosti. Hrazda byla upevnéna vzdy ve stejné
vysi, ale jak zvife rostlo, pfi zavéSeni za pfedni koncetiny se rGstem ocas priblizoval
k podloZzce, v P61 uz dochazelo u vétsich zvifat ke kontaktu Spicky ocasu s podlozkou.
Potkani si pravdépodobné jiz pamatovali opakujici se situaci, kdy se jim po padu z této tyce
nic nestalo. Ve vys$im véku dochazelo k fizenym seskoktim, kterym ptedchazel pohled doli
a odhad situace. V P31 jsme pozorovali tizeny seskok u 2 potkani (6 %) ze skupiny
1 a 3 mg/kg aplikované latky a v P61 aktivné seskocilo 16 potkant (53 %), kterych bylo
5 z kontrolni skupiny, 6 s 1 mg/kg latky a 5 se 3 mg/kg latky.
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4.5 Pravidelny horizontalni Zebrik

Zvitata jsme na pravidelném zebtiku testovali ve véku P21, P25, P31 a P61. M¢fili jsme

Cas, za ktery zebftik zdolaji, a pocitali jsme pocet chyb.

Doba potiebna k piebéhnuti Zebiiku se ve vyvoji kazdé skupiny meénila, ve vSech
skupinach zvifata ve v€ku P61, ve skupin€ se 3 mg/kg latky i ve véku P31, prebchla Zzebiik
vyznamné rychleji. Primérné ptebéhla zebiik za 6,4-7,7 sekundy, zatimco v mlad$im véku
P21 potiebovala ¢as ptiblizné 4 krat delsi. Statisticky vyznamné rozdily nalézame v poctu
chyb, kdy zvifata ve véku P21 ud¢lala primérné 6,2-7,7 chyb, pfi testovani v P25 a dal se

vyrazng zlepsila na praimér 2-2,1 chyby.

Regular horizontal ladder - Ro 25-6981 Graf znazornuje vysledky pokusu na zebiiku
Time Errors s pravidelng uloZenymi pfickami.

s a0 T Tw e “': « | contml Bilé grafy znazoriuji zvifata kontrolni skupiny;
w0 . svétle modré grafy zndzornuji zvifata, kterym byl
Ll . aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; modré grafy
» ’—‘ { } m Ti 2 ’—\ ™ znazortuji zvifata, kterym byly aplikovany 3 mg/kg

latky Ro 25-6981.
| = N 1o oo V levém sloupci grafy ukazuji primérny cas, ktery
* zvifata potfebovala ke zdolani prekazky.

- f Osa y popisuje Casovy rozmér v sekundach, osa x
10 X x i . popisuje vek zvitat (P21, P25, P31, P60).
o 0 - Pravy sloupec ukazuje primérny pocet chyb, které

pfi tom zvifata udélala.

540 i 3 morkg Na ose y je poget vykonanych chyb, osa x popisuje
% s veék zvifat.
= L . , Nad kazdym sloupcem je znazornéna stfedni chyba
° : ; praméru. Symboly znaéi signifikantni zmény:
St e T om om woam X =rozdil proti P21, * = proti vSem.

Obrazek 23. Vysledky pokusu na Zebiiku
s pravidelné uloZenymi prickami; vlastni
zpracovani

Podle mnozstvi podané latky jsme nasli proti kontrolni skupiné signifikantni rozdil ve
veéku P31, kdy zvifatim s aplikaci 1 mg/kg latky stacil statisticky kratSi ¢as k pteb&hnuti

zebiiku, zatimco zvirata se 3 mg/kg latky udé€lala vyznamné méné chyb.
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Regular horizontal ladder

Time Errors
S0 I N 21d

20
10 N
0

o N =2 o ®

S 40 N 25d
30 . Grafy ukazuji cas zvifat potfebny pro zdolani
20 J_‘ - - 4 pravidelného zebiiku (levy sloupec) a mnozstvi
i . , o . 1s
. ; _'_‘ [ | - chyb ’(prvavy Vslqupec) dle mnozstvi podané latky
v dany vék, vék je uveden vpravo.
- " 31 d Na ose x je popsano mnozstvi aplikované latky, na

ose y je popsan Cas v sekundach.
Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stfedni chyba

N
S
o N & o @

U e W) e priiméru.

i Symboly znaci signifikantni zmény: O = proti
S N, 61d kontrolni skupiné¢.

30 8

20 4

10 i . 2

NEEEE ——

c 1 3 mgkg c 1 3 makg
Obrazek 24. Cas zvirat potiebny pro zdolani
pravidelného Zebfiku; vlastni zpracovani

Cas(s) P21 P25 P31 P61
Co 13,8+ 1,46 14,6 + 5,13 10,6 + 2,34 6,6 +0,51
1 mg/kg 29,1 +£12,47 15,8 £ 6,06 6,6 + 0,64 6,4+0,8
3 mg/kg 11,5+ 1,38 21,3+823 153+ 5,24 7,7 +0,93

chyby P21 P25 P31 P61
Co 63+1,1 2,1+0,67 1,5+0,4 0,2+0,13
1 mg/kg 6,2+ 1,24 2,1+0,52 1,5+0,34 0,4 +0,22
3 mg/kg 7,7+£1,19 2+£0,8 0,9+0,23 0,6 £0,26

Tabulka 10. Primérny ¢as a chyby =+ stfedni chyba v testu pravidelného Zeb¥iku ve véku P21, P25, P31
a P61 u kontrolni skupiny a skupin s aplikovanou latkou. V prvni €¢asti je popsan ¢as, v druhé &asti
tabulky poécet chyb; vlastni zpracovani

Subjektivni hodnoceni

VSechna zvitata se lepSila s v€kem, v Case neni signifikantni rozdil, velky pokrok ale
pozorujeme V eliminaci chyb bez ohledu na mnozstvi podané latky. Velky pocet chyb v P21

prisuzujeme nové motorické dovednosti a situaci, do které bylo zvife bez ptipravy uvedeno.

Primérny cas je hlavné v prvnich dvou testovani ve véku P21 a P25 ovlivnén dvéma
faktory: uniky potkant ze Zebiiku a nezdolanim zebiiku v urCeném case. Ve véku P21 byla
zvifata mald a ve snaze rychle uniknout z nové situace se nékterym podatilo protahnout se
mezi pfickami v pribéhu trasy. Uniknout se podafilo 7 potkanim (23 %), 2 byli z kontrolni
skupiny, 2 s 1 mg/kg latky a 3 se 3 mg/kg latky. Nezdolani zebtiku se Casto pojilo i pfes nasi
snahu s otocenim potkana do protisméru, snahou uniknout jinudy nebo ztratou motivace. Ve

véku P21 nedoslo do cile a zustalo v draze 5 zvifat (17 %), 2 kontrolni zvitata, 2 s 1 mg/kg
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latky a 1 se 3 mg/kg latky, ve véku P25 nedosla 4 zvifata (13 %), 2 potkani z kontrolni
skupiny, 1 s 1 mg/kg latky a 1 se 3 mg/kg latky. Ve véku P31 nedosel jen jeden potkan ze
skupiny s aplikaci 1mg/kg latky.

4.6 Nepravidelny horizontalni Zebiik

Zvitata, kterd jsme testovali na pravidelném Zzebiiku, byla v zapéti testovana i na
nepravidelném Zebiiku. Cas potiebny ke zdolani Zebtiku je ve vyvoji i v porovnani mezi
skupinami statisticky odlisny ve skupiné s 1 mg/kg latky, kdy nejstar§im zvifatim stacil
V porovnani s nejmladSimi kratsi ¢as. Statisticky vyznamny rozdil je v poctu preslapi, které
zvitata udé€lala. V kontrolni skupiné je signifikantni rozdil ve véku P21 vzhledem k P31
a P60, ve skupinach s aplikaci latky je vyznamny rozdil véku P21 k P25, P31 a P60, kdy

zvitata udélala v prvnim dnu téméf dvojnadsobné mnozstvi chyb.

Irregular horizontal ladder Graf znazorfiuje vysledky pokusu na zebiiku
Time e s nepravidelné ulozenymi prickami.

N 10 e Bilé grafy znazoriiuji zvifata kontrolni skupiny;

o ) i svétle modré grafy zndzoriuji zvifata, kterym byl
w0 [ : H aplikovan 1 mg/kg latky Ro 25-6981; modré grafy
el e -

znazoriyji zvitata, kterym byly aplikovany 3 mg/kg
latky Ro 25-6981.

V levém sloupci grafy ukazuji primérny ¢as, ktery
‘e 1 mglkg zvitata potfebovala ke zdolani piekazky.

*

“0 6 Osa y popisuje ¢asovy rozmér v sekundach, osa x
ZU I o * , popisuje vek zvitat (P21, P25, P31, P60).
Z Pravy sloupec ukazuje primérny pocet chyb, které

pfi tom zvifata ud¢lala.

S JoF 3 mg/kg Na ose y je pocet vykonanych chyb, osa x popisuje
“ . vek zvirat.

. 7 4 Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stfedni chyba
: % S0 e el o) ey Symboly znaci signifikantni zmény: O = rozdil P61
proti P21, * =rozdil P21 proti vSem.

Obrazek 25. Vysledky pokusu na Zebriku
s nepravidelné uloZenymi prickami; vlastni
zpracovani

U nepravidelného Zebiiku se na rozdil od pravidelného ukazaly statisticky vyznamné
rozdily ve véku P25. Ve srovnani s kontrolni skupinou vtomto véku potkani s aplikaci

3 mg/kg latky ptebihali Zebtik rychleji a potkani s aplikaci 1 mg/kg latky udélali méné chyb.

48



Irregular horizontal ladder

Time Errors

Ngl 254

4 4 W v ~ I r r
P - ¢ .| : - Grafy ukazuji cas zvifat potfebny pro zdolani
ol C4-_l nepravidelného Zebtiku (levy sloupec) a mnozZstvi

chyb (pravy sloupec) dle mnozstvi podané latky

* oo Mg 31d v dany vek, vek je uveden vpravo.
o ; Na 0se X je popsano mnoist\,n aplikované latky, na
| 4 ose y je popsan ¢as v sekundach.
0 b ) L Id . 14 W ~ ’
B - . B EE Nad kazdym sloupcem je zndzornéna stfedni chyba
o b priméru.

Symboly zna¢i signifikantni zmény: O = proti
kontrolni skupiné

N

61d

6

. ’_]_\ Il e =
c 1 & 3 mglkg c 1 3 mglkg
Obrazek 26. Cas zvifat potfebny pro zdolani
nepravidelného Zebriku a pocet chyb; vlastni

zpracovani
Cas (s) P21 P25 P31 P61
Co 37,3+274 36,3+ 12,1 19,4 +10,8 16,1 £6,9
1 mg/kg 23 +10,7 19,4+7,1 14,8+33 10,9+2,6
3 mg/kg 9,3+1.8 14,8 £4,5 19,4+ 5,6 139+£29
chyby P21 P25 P31 P61
Co 6,8+1,6 36+1 2,1+0,5 1+0,3
1 mg/kg 4,8+1.1 2,4+04 1,6 £0,2 0,8+£0,2
3 mg/kg 7+1,5 2,1+£0,6 1,603 0,9+0,4
Tabulka 11. Primérny ¢as a chyby + stfedni chyba v testu nepravidelného ZebFiku ve véku P21, P25, P31
a P61

u kontrolni skupiny a skupin s aplikovanou latkou. V prvni ¢asti je popsan ¢as, v druhé ¢asti tabulky
pocet chyb; vlastni zpracovani

Subjektivni hodnoceni

U nepravidelného zebiiku jsme ocekavali mnohem vétsi rozdily v Case 1 v chybach proti
testu pravidelného Zebtiku. Podobné vysledky pfisuzujeme tomu, Ze nepravidelny Zebiik byl
testovan ihned po pravidelném, tudiz byla zvifata vice orientovdna, méla se situaci jiz

zkuSenost a Iépe se adaptovala na prostiedi.

U nepravidelného zebiiku jsme se potykali s podobnym chovanim potkant tzn. s utéky
mezi piiCkami i snezdolanim trasy. Ve v€ku P21 ztrasy uniklo 8 potkanu (27 %),
3 z kontrolni skupiny a, 2 s aplikaci 1 mg/kg latky 3 s aplikaci 3 mg/kg latky. Do cile nedoslo
9 potkanii (30 %), 2 z kontrolni skupiny, 3 s aplikaci 1 mg/kg latky a 4 se 3 mg/kg latky. Ve
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veéku P25 unikl z trasy jen jeden potkan s aplikaci 3 mg/kg latky a nedosli 2 potkani (6 %),
1 z kontrolni skupiny a 1 ze skupiny se 3 mg/kg latky. K tnikim doslo vzdy u téch potkani,
kterym se podatilo uniknout i1 z pravidelného Zzebtiku. Narist poctu potkani, ktefi nedosli
(17 % na pravidelném zebiiku, 30 % ne nepravidelném Zebiiku), zptsobil pravdépodobné
strach, protoze vétSina jich skoncila v prvni tfetiné trasy, po které nésledovala v ptickach

prvni ze dvou nejvétsich mezer (4 cm, nejmensi rozestup 1 cm).

4.7 Rotarod

Test rotarodu jsme pouzivali pouze u nejstarsich zvitat ve véku P61, test byl omezen na

120 s. Ve vysledcich nejsou mezi skupinami zadné signifikantni rozdily.

Rotarod - Ro 25-6981

s 100 Graf ukazuje vysledky pokusu potkanii P61 na
rotarodu.
80 Osa y popisuje Casovy rozmér v sekundach, jak
dlouho se potkani udrzeli na rotarodu.
60 - Osa x popisuje jednotlivé skupiny zvifat, kterym
T nebyla podavana zadna latka (bily sloupec), kterym
byl podan 1 mg/kg latky Ro 25-6981 (svétle modry
e sloupec) a kterym byly podany 3 mg/kg latky Ro
25-6981 latky (modry sloupec).
20 1 Nad kazdym sloupcem je znazornéna stfedni chyba
prameéru
0

Co 1 3  mg/kg
Obrazek 27. Vysledky pokusu potkanu P61 na
rotarodu; vlastni zpracovani

Subjektivni hodnoceni

Test v maximalnim ¢asovém rozsahu dokonCilo 5 zvifat (16 %), jedno z kontrolni
skupiny, 2 s aplikaci 1 mg/kg latky 2 s aplikaci 3 mg/kg latky. Vyhodou tohoto testu bylo to,
Ze se neopakoval a zvifata nebyla ovlivnéna piedchozi zkuSenosti, pravdépodobné by zjistila,

ze pad z valce neni bolestivy a neméla by motivaci udrzet se na valci co nejdelsi dobu.

4.8 Testovani hypotéz
Hypotéza 1

HO byla odmitnuta vzhledem k signifikantnim zméndm motoriky ve vyvojovych

stupnich ve vSech skupinéch.

HA se potvrdila.
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Hypotéza 2

HO byla odmitnuta vzhledem k signifikantnim zménam motoriky zavisejicich na davce

opakované¢ podavané latky.
HA se potvrdila.
Hypotéza 3

HO byla odmitnuta vzhledem k signifikantnim zménam motoriky pietrvavajici do rané

dospélosti po opakovaném podani latky.

HA se potvrdila.
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5 DISKUZE

Vysledky ukazuji, ze latka Ro 25-6981 nema vyrazné nezddouci ucinky. Z hlediska
motorického vyvoje jsme nenasli ve skupinach zadné vyrazné zmény v tendencich rastu ¢i
poklesu motoriky vzhledem k tendenci kontrolni skupiny. Zmény probihaly plynule a neliSily

se vice nez o jeden testovaci vékovy stupen.

Pfi porovnani potkanti v jednotlivych dnech podle mnozstvi aplikované latky bylo bez
signifikantnich rozdili 6 motorickych testi z 10 (vCetné open-fieldu). Bez rozdilu byla
v open-fieldu ubéhnutd vzdalenost, doba pobytu v centru a rychlost. Ze cvi€eni vySel bez
odchylek test vzpfimovani, vis na hrazd¢ a rotarod. Pfitomné signifikantni zmény nebyly

typické pro veék ani davku aplikované latky, nachazely se v testech:

- frekvence néavstév centra — liSila se ve v€ku P31 u zvifat s 1 1 3 mg/kg latky

au zvirat s 1 mg/kg latky ve v€ku P61,
- negativni geotaxe — zvifata ve v€ku P15 se 3 mg/kg latky méla kratsi cas,

- pravidelny Zebiik — ve véku P31 méla zvitata s 1 ml/kg latky kratsi ¢as a se 3 ml/kg

latky méla méné chyb,

- nepravidelny Zebiik — ve veéku P31 méla zvifata se 3 ml/kg latky kratSi Cas a se

1 ml/kg latky méla méné chyb.

Zmeény pretrvavajici do dospélosti byly pfitomny jen v jednom z testd. Ve véku P61
vysla pozitivné frekvence navsté€v centra open fieldu u zvifat s aplikaci 1 ml/kg latky, ktera
byla signifikantné¢ vétSi. Rozdil mohl byt zpisoben i1 anxiolytickym uc€inkem, ktery
antagonist¢ NMDA receptoru maji, v tom piipad¢ by narast nebyl fatalni zménou a hodnotili
bychom ho jako pozitivni vedlejsi efekt latky. Stejné mitizeme jako pozitivni hodnotit

1 zkraceni Casti v testu negativni geotaxe a obou Zebiiki.

Latka Ro 25-6981 je v raném postnatdlnim obdobi testovana jako potencidlni
antikonvulzivum. Prokdzan byl ¢isty antiepilepticky ucinek této latky u potkanii ve véku P12,
v dalSich postnatalnich dnech P15 a P18 byl vyrazngsi Uc¢inek ifenprodilu. Jev, ktery
nemuizeme uplné vysvétlit, byl ve véku P25, kdy 1 mg/kg latky pasobil na zvifata vice nez
3 mg/kg latky (Szczurowska a Mares, 2015). V naSem vyzkumu jsme tento fenomén
nepozorovali. Pravdépodobné je zplisoben zménou kompozice a lokalizace podjednotek. Do

vyvoje motoriky mtize zasahovat i vliv zrani ostatnich receptorovych systémii. Interakce mezi
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systémy jest€¢ nejsou prozkoumany, ale ptikladem mlze byt souvislost NMDA,
dopaminovych a nikotinovych receptori v nucleus accumbens dospélych jedinct (Liu et al.,

2014; Kosowski, 2004).

Ke zménam NMDA podjednotek dochazi i dale béhem puberty, jak uvadi Inta et al.
(2016) ve své studii, kde porovnava piisobeni latek (MK-801, Ro 25-6981) v obdobi mezi P16
a P40. Zajimavé jsou v této studii uvedené rozdily ve vyvoji mezi pohlavimi, protoze vétSina
praci pro tento veék je realizovana na jednom pohlavi (samci). Bylo zjiSténo, ze urcité zmény,
které se daji pozorovat v obdobi puberty, nastupuji u samic dfive nez u samct. Studie byla
zamétena na hippokampus a kortikalni oblasti (Inta et al., 2016). Ke zménam kompozice
NR2b podjednotky dochdzi v tomto obdobi napf. v auditornim, vizudlnim,

somatosenzorickém cortexu (Hogsden a Dringenberg, 2006) i v jinych ¢astech mozku.

V dospélém véku je pro Ro 25-6981 mnohem vice studii. Studie, které zkoumaly mimo
jiné 1 vliv latky na lokomoci neuvadéji zvyseni lokomoce po podéani (Boyce et al., 2009;
Haller et al., 2011; Lima-Ojeda et al., 2013; Fantin et al., 2013). Naruseni motorické
koordinace na rotarodu u potkani se projevilo aZ s nejvyssi pouzitou davkou 100 mg/kg
(Boyce et al., 1999). Signifikantni odchylky v motorickém projevu byly pfitomny az pfi
srovnani s vySSimi davkami latky (1-30 mg/kg). Latka Ro 25-6981 neméla vliv na

prostorovou a pracovni pamét’ (Higgins et al., 2003).

Latka funkéné nejpodobnéjsi Ro 25-6981 je ifenprodil (1-piperidineetanol,
a-(4-hydroxyphenyl)-p-metyl-4-(phenylmetyl)).  Ifenprodil je specificky antagonista
NR1/NR2b receptoru (Brittain et al. 2012). Po jednorazovém podani se zvysSuje lokomoce ve
véku P12, v P18 uz vyrazny motoricky vedlejsi efekt neni (Mare§ a Mikulecka, 2009).
V obdobi adolescence byl zaznamenan po aplikaci pokles motorické aktivity, ale jen
v souvislosti s facilitaci socidlniho chovani, nikoliv s ovlivnénim motorického systému

(Morales et al., 2013; Morales et Spear, 2014).

Vedlejsi ucinek hyperlokomoce byl prokdzan u nekompetitivnich antagonistt NMDA
kanalu (MK-801, ketamin) u dospélych jedinct (Irifune et al., 1995) i v raném postnatalnim
obdobi (Pinar et al., 2015; Lecointre et al., 2015). Hyperlokomoce po aplikaci v ¢asném
neonatalnim obdobi navic ptetrvavala az do dospélosti (Lecointre et al., 2015). Mezi dalsi
dasledky aplikace nespecifickych antagonistii patfi napi. stereotypni pohyby, narusSeni

socialnich interakci nebo poruchy paméti.
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Me¢nici se obraz motorického vyvoje je dédn 1 zranim mozku, které probiha
posteroanteriorné, coz souvisi se zménou generatoru pohybu. Vyjimkou v anteroposteriornim
zrani je cerebellum, které dozrava zaroven s neokortexem. Dle Llansoly (2005) se cerebellum
lisi 1 ve vyvoji a ptisobeni NMDA receptori. NMDA receptory se vyskytuji hlavné na
ptenosu potencialu do granuldrnich bun€k a v raném vyvoji do bunék Purkynovych. NMDA
receptory v mozecku se od NMDA v ostatnich oblastech mozku odlisuji farmakologickou
odpoveédi. Agonisté maji vétsi afinitu ke glutamatovym vazebnym mistim, antagonisté maji
naopak afinitu nizsi nez je tomu v jinych ¢astech mozku (Llansola, 2005). Mensi senzitivita
NMDA receptord mize byt dana tim, Ze postnatalné je v mozecku nejvétsi mnozstvi NR2b
podjednotek v granularnich buiikach, ty jsou béhem prvniho postnatalniho tydne nahrazeny

NR2c podjednotkami (Low a Wee, 2010).

Nase studie ukazuje, Ze latka Ro 25-6981 nemd zadné zavazné vedlej$i U¢inky na
hrubou motoriku potkana. Latku je dale vhodné zkoumat pro vyznamné antikonvulzivni
ucinky v raném postnatalnim veéku. Dalsi vyzkum by se mél zaméfit na zmény jemné

motoriky a mozné ovlivnéni u¢eni a paméti béhem vyvoje.
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ZAVER
Cilem této prace bylo zjistit vliv opakované¢ho podavani specifického antagonisty

NMDA receptoru obsahujici NR2b podjednotku na vyvoj motoriky laboratorniho potkana.

V teoretické Casti prace jsme shrnuli dosavadni poznatky o NMDA receptorech, ¢erpali
jsme hlavné z experimentélnich praci publikovanych v odborné literatute, mezi dalsi zdroje
patiily reSerSni prace a odborné knihy. Dale jsme v této Casti prace popsali laboratorniho
potkana se zaméfenim na vyvoj motoriky, jejiz znalost je nezbytnd pro vyhodnoceni

motorickych testa.

V praktické ¢asti jsme se vénovali vlivu opakovaného podani Ro 25-6981 na vyvoj
spontanni lokomoce a motorické schopnosti. Testovali jsme 30 zvifat, ktera byla rozdélena do
3 skupin: skupina kontrolni, skupina s aplikaci 1 mg/kg latky a s aplikaci 3 mg/kg latky. Latka
byla zvifatim aplikovana opakované od 7. do 11. postnatalniho dne, od 12. dne byla zvirata
testovana baterii testll pfislusnych vzdy jejich v€ku az do obdobi rané dospélosti. Pii
vyhodnocovéni jsme sledovali vyvoj motoriky potkanii v jednotlivych skupinach, rozdily
Vjednom véku dle mnozstvi aplikované latky a rozdily motoriky pietrvavajici do rané
dospé€losti. Testovani ukazalo, Ze latka nemd vyznamny vliv na hrubou motoriku
laboratorniho potkana. Mechanismus jejiho ucinku by se mohl stat zakladem pro vékové

vazana antiepileptika.
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