UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
2. LEKARSKA FAKULTA

Klinika rehabilitace a télovychovného 1€katstvi

Andrea Slizkova

Vyvoj motoriky laboratorniho potkana po
podani latek ovliviiujicich A1 adenosinové
receptory

Bakalarska prace

Praha 2020



Autor prace: Andrea Slizkova

Vedouci prace: prof. MUDr. Pavel Mares, DrSc.
Oponent prace: RNDr. Karel Vales, PhD.
Datum obhajoby: 2020



Bibliograficky zaznam

SLIZKOVA, Andrea. Vyvoj motoriky laboratorniho potkana po podani ldtek
ovlivitujicich Al adenosinové receptory. Praha: Univerzita Karlova, 2. Lékarska fakulta,
Klinika rehabilitace a télovychovného Iékatstvi, 2020. 52 s. Vedouci bakalaiské prace:

Prof. MUDr. Pavel Mares, DrSc.

Abstrakt

Adenosinergni systém tvofi inhibi¢ni systém v mozku podilejici se na mnoha
neurologickych onemocnénich. Pfedmétem tohoto vyzkumu byl specificky agonista Al
adenosinového receptoru, 2-Chloro-N(6)-cyclopentyladenosine, neboli CCPA, a jeho
vliv na motorické schopnosti laboratorniho potkana. Byly vybrany 3 vékové skupiny —
12tidenni, 18tidenni a 25tidenni, kterym bylo intraperitondlné podavano CCPA
v davkach 0,2 mg/kg, 0,5 mg/kg . Kontrolni skupiné byl vpichnut fyziologicky roztok.
30 minut po vpichu byli vlozeni na 5 minut do Open fieldu ke sledovani spontanni
lokomoce a poté prosli potkani nékolika motorickymi testy ptizplisobenymi veku.
Vysledky prokazaly, ze srostoucim vékem se motorickd vykonnost potkanti lepsila
nejen u kontrolnich skupin, ale i u potkant s davkou 0,2 mg/kg zistdva tento
fyziologicky rozdil zachovan. Podanim 0,5 mg/kg CCPA se ale rozdil motorickych
schopnosti vékovych skupin v mnoha zkouskach zmensil. U¢inek CCPA se projevil
nejvyrazngji u 12tidennich potkanii. Naopak u 25tidennich mlad’at byl ucinek nejméné
znatelny. Projevil se také signifikantni rozdil mezi motorickou vykonnosti potkant s 0,2

mg/kg a 0,5 mg/kg. Potkani s vyssi davkou byli méné aktivni.
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Abstract

Adenosinergic system is an inhibitory modulator in the brain that plays an important
role in various neurological diseases. The subject of this research was a specific
adenosine A1l agonist, 2-chloro-N (6) —cyclopentyladenosine — CCPA, and its effect on
the motor abilities of rats. Three age groups (12-day, 18-day, and 25-day) were
administered CCPA intraperitoneally at doses of 0.2 mg/kg, 0.5 mg/kg, and the control
group was injected with saline solution. 30 minutes after the injection, they were placed
in an open field for 5 minutes to monitor spontaneous locomotion and then passed
several age-adapted motor tests. The results showed that, with increasing age, the motor
performance of rats improved not only in the control groups, but this physiological
difference maintained was also in the group of rats with the dose of 0,2 mg/kg.
However, administration of 0.5 mg/kg CCPA reduced the difference in motor skills of
the age groups in many tests. The effect of CCPA was most distinct in 12-day-old rats.
On the other hand, in 25-day-olds, the effect was the least noticeable. There was also a
significant difference between the motor performance of rats with 0.2 mg/kg and 0.5

mg/kg. The rats with the higher dose were less active.
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1. UVOD

V této praci se budeme zabyvat ptisobenim agonisty Al adenosinovych receptorti
(konkrétné 2-Chloro-N(6)-cyclopentyladenosine, CCPA) na motorické schopnosti

laboratorniho potkana.

Toto zvife je vhodné pro takovéto vyzkumy predevsim proto, ze jeho motoricky
vyvoj, z pohledu morfologického, histochemického i fyziologického zrani perifernich
a centralnich motorickych mechanismii, chronologicky odpovidd vyvoji cloveéka.
(Altman a Sudarshan, 1975). Stupenn vyvoje pii narozeni potkana odpovida
prenatdlnimu stadiu vyvoje clovéka (Gramsbergen, 1998), diky cemuz je mozné
pozorovat zmény motorickych schopnosti po zménéni vnéjSich vlivl, jako naptiklad

podani Iéku (Calamandrei, 2004).

Napftiklad potkan lezici druhy den po narozeni, zainajici v pronacni poloze
zvedat hlavu z podlozky (Geisler, Westerga, Gramsbergen, 1993), odpovida ptiblizné
tretimu meésici ve vyvoji zdravého lidského jedince (Vinay et al.,, 2005). Zadni
koncetiny béhem prvniho tydne Zivota mladéte potkana jest€¢ nejsou schopny udrzet
vahu panve. Prvni opora o tlapky a prsty se objevuje od 10 do 12 dne po narozeni a je
nasledovana lokomoci (Altman a Sudarshan, 1975; Geisler et al., 1993). Toto obdobi je
podobné ditéti, které zac¢ind chodit na konci prvniho roku svého Zivota (Vinay et al.

2005). (viz Obrazek 1)
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Obrazek 1. Schématické porovnani mezi lidskym a potkanim postnatalnim motorickym
vyvojem. Jeden den u potkanii odpovida priblizne 1 mésici lidského vyvoje. (Vinay et al.,

2005)

Dalsi znacnou vyhodou je ttikrat az ctytikrat do roka se opakujici bfezost matek
s poctem deseti az dvanacti mladat ve vrhu. Potkani navic pohlavné dospivaji ve 2
mésicich zivota (Vinay et al., 2005), a neni tedy tak tézké ziskat piesnou vékovou

skupinu s dostatkem probandt pro urcity pokus.

Navic diky tomu, Ze se potkanim vyviji hematoencefalicka bariéra az ve druhé
poloviné tietiho tydne po narozeni, dostanou se podané latky — v nasem piipadé CCPA -

po systémovém podéni bez probléml do mozku, kde mohou ptsobit.

Tato latka podporuje presynaptickou inhibici mechanismem zvySeni u¢innosti Al
adenosinovych receptori - nejvice rozsifenych adenosinovym receptort inhibujici
pfenos nejen v centrdlnim nervovém systému, ale také napf. ve svalech, jatrech,
ledvinach, tukové tkani (Sachdeva a Gupta, 2013), v kardiovaskularnim systému,

plicich nebo varlatech.
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2. PREHLED TEORETICKYCH POZNATKU

2.1 Taxonomické zarazeni laboratorniho potkana
fiSe: zivoCichové (Animalia)
kmen: strunatci (Chordata)
tiida: savci (Mammalia)
rad: hlodavci (Rodentia)
celed’: mySoviti (Muridae)
rod: krysa (rattus)
druh: potkan (rattus norvegicus)

poddruh: ve Fyziologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky jsou nejéast&ji
pouzivanym kmenem albini Rattus norvegicus var. alba outbredniho kmene Wistar,

se kterymi byl provadén i tento vyzkum.

2.2 Postnatalni vyvoj laboratorniho potkana
P = postnatélni den
PO = do 24 hodin po narozeni, den narozeni
P1 = nasledujici den po narozeni
Px = P zna¢i postnatalni obdobi a x den, ve kterém mlad¢ dosahlo véku x

Pro tuto bakalafskou praci jsou dilezité dny P12, P18 a P25, nebot’ v tyto dny

byly jednotlivé skupiny potkan méfeny.

Jak se potkan vyviji od embrya po dospé€lého jedince, dochazi k fad€é vyvojovych

zmeén, které¢ se uskutec¢iiuji béhem raného postnatalniho vyvoje. Dale béhem prvnich

10
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dnli po narozeni se neurotransmiter kyselina y-aminomdaselnd (GABA), kterd ma
v tomto obdobi vliv na proliferaci, migraci, diferenciaci a smrt bun¢k a na zrani synapsi,
meéni z depolarizujiciho na hyperpolarizujici mediator, ¢ili z exitacniho na inhibi¢ni

vliv, ktery mtizeme pozorovat u dospélych jedincii (Vachovcova, 2014).

221 PO

Mladé potkana mé ihned po narozeni extendované koncetiny, polozenou hlavu
na podlozce a nejevi zadné znamky pohybu, kromé vyjimek, kdy zakiiveni téla
v nultém ¢i prvnim dnu zpusobi dojem elevace hlavy. (Altman a Sudarshan, 1975) Tyto
rytmické pohyby jsou generovany tzv. central pattern generators, neboli CPGs, v patefni
miSe potkana (Vinay et al., 2005). Gramsbergen (1998) uvadi jiz od narozeni

tzv. pivotovani — viz den P4-P7.

Mlade je holé, neschopné regulovat svou télesnou teplotu (Calamandrei, 2004),
s uzavienymi zvukovody (s matkou v tomto obdobi komunikuje pomoci ultrazvuku
kolem 30 kHz) a se slepenymi vicky, takZe prvni dny po narozeni rozliSuje jenom svétlo
a tmu a orientuje se predev§im pomoci ¢ichu a vestibularnimu aparatu, ackoli tyto
smysly jest¢ nejsou pln¢ funkéni (Clarac, Vinay, Cazalets, Fady, Jamon, 1998),
pfipadn¢ podle termoreceptor a hmatovych receptori (Calamandrei, 2004). Rodi
se také s funkénim chutovym ustrojim, které se ale, stejné¢ jako tustroji Cichové, po

narozeni dale vyviji (Vitova, 2010).

V den narozeni (dokonce i 1-2 dny pfed narozenim) Ize vyvolat monosynapticky

napinaci reflex (Brocard, Vinay, Clarac, 1999).

222 P1-P3

Od tohoto dne zacinaji mlad’ata zvedat ramena z podlozky. Tento jev svédci

o funkénim zréni prednich koncetin, které jsou schopné v ramci dalSich dnii prodluzovat

11
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dobu odlepeni ramen od podlozky a zaroven podpirat pfedni ¢ast trupu. V P1 je hlavni

oporou loket (Altman a Sudarshan, 1975).

Primérné druhy den po narozeni jsme schopni u potkana cilené vyvolat saci reflex

(Heyser, 2003).

Ve tfetim dni dosédhne kortikospinalni draha (hlavni drdha volni motoriky)
do oblasti kréni michy a mlad¢ je tak schopno zacit védom¢ pouzivat predni koncetiny

(PKK) k lokomoci, coz ptedchazi pivotovani v P4 (Vachovcova, 2014).

223 P4-P7

Teprve ¢tvrty az paty den po narozeni se objevuji Casté spontdnni pohyby PKK,
které jsou zdkladem prvotniho lokomoc¢niho projevu - tzv. pivotovani. PKK pifi ném
funguji jako padla. Mlad’ata se odstrkuji tlapami PKK, prsty PKK jsou addukovany,
panev a zadni koncetiny (ZKK) spocivaji pasivné na podlozce; vysledny pohyb téla je
rotace kolem svislé osy se zanedbatelnym podilem pohybu vpied. V rdmci pivotovani
lze rozliSit dvé formy - "odpichovani" (punting), jako ranou formu pivotovani
s nekoordinovanym pohybem PKK, které je postupné nahrazovano "Slapanim"
(treading), pii kterém je jiz hlava zdvizena nad podlozku, PKK se pohybuji
koordinovanég, stadle vSak nedochédzi k pohybu vpted. Pivotovani Ize pozorovat od 4.

do 9. dne, jeho vyskyt vrcholi 7. den (Vitova, 2010).

V 5. dni je u vétSiny mlad’at patrny vzpfimovaci reflex - surface righting. Tato
reakce probiha pfi poloZeni potkana na zada. Fyziologicky zdravé zvife by se mélo
béhem par sekund obratit zpét do pfirozené pronacni polohy (Heyser, 2003).
S motorickym dozravanim se tato reakce zrychluje — mlad’ata starSi 18. dne je témef

nemozné polozit do supinacni polohy a obraci se jiz v ruce.

12
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6. den doroste kortikospindlni draha do Urovné lumbalni michy, coz je

ptedpokladem pro védomy pohyb ZKK (Vachovcova, 2014).

Primémé v 7. dni po narozeni dochazi k profezavani fezdkd a mladé je tak
schopno zacit pfijimat i jinou potravu neZz jen matefské mléko. Z reflexii je mozno
vyvolat ichopovy reflex a tzv. negative geotaxis, pii které se mladé pii umisténi hlavou
doli na naklonéné roviné obrati o 180°, tedy hlavou vzhtru (Heyser, 2003). Poprvé

se také objevuji vertikalni pohyby hlavy (Geisler et al., 1993).

224 P8

Tento den zacinaji potkani zvedat hlavicku a od té doby (ptiblizné do 3 tydnil)
se postupné prodluzuje doba, kterou jsou schopni ji udrzet nad podlozkou (Altman,

Sudarshan, 1975).

Objevuje se novy lokomoc¢ni vzor — crawling, neboli plazeni. Prsty PKK jsou
pti kontaktu s podlozkou jiz abdukovany. ZKK jsou abdukovany a rotovany zevné
(Geisler et al., 1993; Muir, 2000), chvilemi provadi pohyby pfipominajici veslovani
atdastni se tak lokomoce. Casto viak zlstivaji nataZeny za t&lem s chodidly
sméfujicimi vzhiiru a jsou pouze pasivné vlaCeny za télem. K abdukci prstt ZKK
dochazi v poloviné 2. tydne; abdukované prsty nasledné umoziuji ucinnéjsi oporu i
odraz. Plazeni, coby zplsob lokomoce, pfevazuje do 14. dne (Altman a Sudarshan,

1975).

Z reflexi mizeme primérné v tomto véku zaznamenat tzv. cliff avoidence. Kdy
se zvife umisti PKK na okraj ploSiny tak, aby jim nos pfesahoval pies hranu.
Je sledovéana doba, za kterou se potkani vzdali od okraje. Tento obranny reflex se téméf

nevyskytuje v prvnich dnech po narozeni, ale v 8. dnu jiz Gnik od okraje ofekavame

13
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u vétsiny zvitat (Heyser, 2003). Altman a Sudarshan (1975) uvadéji tento obranny

reflex jiz od P7.

225 P9

Opora ptednich koncetin se posouva distalné a v 9. dni mladé odd€luje jednotlivé
prsty na tlapce. To umoziuje zvednout predni ¢ast trupu i hlavu jesté vice (Altman

a Sudarshan, 1975) do tzv. vétiici polohy — sniffing (Vachovcova, 2014).

2.2.6 P10-P11

Poprvé se objevuje opora o tlapky a prsty zadnich koncetin (Altman a Sudarshan,
1975), coz zlepSuje kvalitu plazeni. V této dobé€ je také markantni vyvoj srsti (Heyser,

2003) a objevuji se horizontalni pohyby hlavy béhem lokomoce (Geisler et al., 1993).

2.2.7 P12

Zvite je schopné v tomto obdobi zvednout 1 koncetinu, aniz by ztratilo rovnovahu
(Altman a Sudarshan, 1975). Tento jev je také spojeny s dozrdvanim CNS - napiiklad
myelinizaci nékterych aferentnich vldken a jinych anatomickych zmén, diky nimZz
v dobé mezi 2. a 4. tydnem plné dozrava vestibuldrni systém (Brocard et al., 1999;
Clarac et al., 1998; Geisler et al., 1993). Diky tomu se v tomto obdobi miize zacit
objevovat chiize (Clarac et al., 1998; Lelard, Jamon, Gasc, Vidalet, 2006). Zaroven
v dusledku otevieni vnéjSich zvukovodu se stane i sluch plné funkénim (Clarac et al.,

1998).

2.2.8 P13-P14

V P13 dochézi u primérného mladéte k otevieni ocnich Stérbin (Heyser, 2003).
Dochazi k nartstani svalové sily a 14. den po narozeni je vétSina potkand schopna

se piednimi koncetinami udrzet na hrazdi¢ce — bar holding test (Heyser, 2003), nebo

14
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na natazeném pevném dratu - horizontal wire test. Sledujeme také tendence zvirete
pomoci si zadnimi koncetinami. Synergickou podporu lze spatfit vyjimecné jiz v P11.
V této dob¢ dokaze né€kolik potkani ze skupiny uchopit hrazdu pomoci jedné ¢i obou
ZKK. Vsechna zvifata jsou schopna tuto dovednost ukézat az 21. den po narozeni

(Altman a Sudarshan, 1975).

229 P15-P18

Pied 15. dnem se oteviraji o¢ni $térbiny a mladé potkana tak ziskava prvni ostré
zrakové vjemy (Altman a Sudarshan, 1975). Zatimco slepd mlad’ata pohybuji hlavou
a pateii jako jednim celkem, po otevieni o¢nich §térbin se objevuji izolované pohyby

v atlantookcipitalnim skloubeni (Lelard et al., 2006).

Mladé mé uz vyvinuté horni i dolni koncetiny natolik, Ze je schopno udrzet své
télo elevované déle nez 3 minuty. (Altman a Sudarshan, 1975) V tento den je jiz chlze
pln€ automatizovana a miiZeme o ni hovofit jako o pfevladajicim lokomo¢nim vzoru

(Geisler et al., 1993; Muir, 2000; Heyser, 2003).

Gramsbergen (1998) ale ve své praci s vyuzitim EMG registrace ¢aste¢né popira
hypotézu, Ze v souvislosti s vyskytem plynulého vzoru chiize (P15-16) se objevuje
i kvalitni posturalni kontrola. Autor popisuje, ze do 11. dne zivota (P11) potkana lze
sledovat nedostatecné¢ vyvinutou koordinovanou posturdlni kontrolu trupu béhem
lokomoce. Od P15 se pravideln€ji objevuje aktivita trupovych svall. Nicméné,
dokonceny vyvoj posturdlni kontroly se objevuje az v P21, coz pozorujeme 5-6 dni po

vyskytu dospélého typu chlize (Gramsbergen, 1998).

Dochézi k oddaleni usnich boltct od povrchu hlavy a z reakei se objevuji: zrakova

umist'ovaci reakce, sluchova ulekova reakce a taktilni tilekova reakce (Heyser, 2003).

15
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Od 15. do 17. dne sledujeme vyvoj v mid-air righting testu. Pfi ném je potkan
spustén z vysky 60 cm z polohy vzhliru nohama (tj. htbetem dold) na mékkou podlozku.
Sleduje se schopnost mladéte se béhem padu otocit a dopadnout na vSechny Ctyfi
koncetiny. Hlava se toci prvni a nésleduje ji hrudnik a bedra (Altman a Sudarshan,

1975).

2.2.10 P21

Po 21. postnatalnim dni kon¢i kojenecké obdobi v laboratornim prostiedi
(fyziologicky odstav je vSak datovan k 28 postnatalnimu dni potkana). S vyvojem zraku
a sluchu se v tomto obdobi zvySuje rozmanitost chovani a zvyraziuje se hyperaktivita.

Objevuje se chovani vice podobné dospélym potkantim (Calamandrei, 2004).

2.2.11 P25 - P50

Toto obdobi je typické sexudlni aktivitou potkana. VEk sexudlni zralosti, pocatek
adolescence, ma interindividudlni odchylky. Sexudlni zralost u samic je datovéana
priblizn¢ na 32-34. den po narozeni, u samct je to skoro o 14 dni pozd¢ji, kolem 45-48.

dne po narozeni (McCuthceon a Marinelli, 2009).
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I Promé&my vék jejich

objeveni (dny) Referenéni mez (dny)

Vyvojové mezniky

Fyzické znamky
oddaleni u$nich boltcd 15 10-20
| od povrchu hlavy
otevieni obi 13 7-17
| profezani fezaki 7 1 5-10
| vyvoj srsti 11 3-15
Reflexy
| surface righting 5 1-10
| mid-air righting 18 16-21
__negative geotaxis 7 3-15
cliff avoidance B 2-12
| zrakova umistovaci reakce | 15 11-18
| umistovaci reakce PKK/ZKK' 5 1-10
vibrissa placing response | 9 5-15
sluchova ulekova reakce 15 11-21
| taktilni dlekova reakce 15 3-20
zkfizeny extenzorovy reflex’ 3 1-10
saci reflex’ 2 1-15
_ uchopovy reflex” 7 3-15 ]
bar holding 14 10-21
level screen test 8 5-15
| vertical screen test 19 1521
| Vzpiimovani a lokomodni chovani
| vzpfimeni hlavy 12 9-21
vzpiimeni na PKK 7 5-15
pivotovani' 7 2-17
zeni' 11 7-16
chize 16 12-21

Obrazek 2. Vyvojové mezniky a vek, ve kterém se u mladat objevuji. Cislo 1 v hornim
indexu znamend, Ze dany motoricky projev se vyskytuje pouze v raném veku. Ostatni

motorické projevy pretrvavaji i v dospélosti (upraveno podle Heyser, 2003)
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2.3 Adenosinergni systém

2.3.1 Adenosin

Adenosin je endogenni purinovy nukleosid, ktery ovliviiuje nejriiznéjsi
fyziologické procesy. V této praci nds adenosin zajimd piedevsim jako extracelularni
signalni molekula, kterd je vyznamnym neuromoduldtorem (Mundell a Kelly, 2011).

Chemicky se jedna o 6-amino-9-beta-D-ribofuranosyl-9-H-purin (Fredholm, 2010).

Extracelularni hladina adenosinu v organismu je pfesn¢ udrzovana rovnovahou
mezi jeho tvorbou, odbourdvadnim a transportem. Uvnitf i vné buiiky vznika adenosin
hlavné enzymatickou degradaci adenosintrifosfatu a k jeho odbourdvani dochdzi

fosforylaci na adenosinmonofosfat nebo deaminaci na inosin (Novotny, 2015).

2.3.1.1 Vznik adenosinu

Adenosin  vznikd v buiitkdch defosforylaci adenosinmonofosfitu (AMP)
po hydrolyze z adenosintrifosfatu (ATP) a adenosindifosfatu (ADP) (Barsotti a Ipata,
2004), nebo také hydrolyzou S-adenosyl-L-homocysteinu (SAH), coz je reverzibilni
reakce katalyzovand enzymem S-adenosyl-L--homocystein-hydrolazou (Novotny,

2015).

Za normalnich podminek dochdzi k rychlé refosforylaci ADP, nebo metabolické
preméné zpét na homocystein (asi 80%), ale pti faktorech jako je velka spotieba ATP
a nedostatek kysliku v tkéni, dochazi ke zvySeni koncentrace ADP, kterd aktivuje
adenylatkinazu — enzym katalyzujici pfenos fosfatové skupiny na jinou molekulu ADP
za vzniku ATP a AMP. Odbouranim AMP adenosinovou cestou vznika velké mnozstvi
adenosinu, které mize po uvolnéni z bunky aktivovat adenosinové receptory (Turner

et al., 2000).
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V extracelularnim prostfedi vznika adenosin z ATP reakci katalyzovanou
membranové vazanym enzymem ekto-apyrazou, ktery odstépuje z ATP pyrofosfat
za vzniku AMP. Ten je pak hydrolyzovan na adenosin. Tento zplsob tvorby adenosinu

pfispiva k celkovému extracelularnimu mnoZzstvi adenosinu asi z 30 % (Novotny, 2015).

Dal8im zptsobem vzniku adenosinu - jak v buiice, tak v extracelularnim prostoru -
je katalyza cyklického adenosinmonofofatu (cAMP), a to enzymem fosfodiesterazou

na AMP. AMP je pak opét hydrolyzovan na adenosin (Murphree a Linden, 2004).

2.3.1.2 Odbouravani adenosinu

O zplsobu degradace adenosinu rozhoduje predevsim jeho koncentrace a typ
tkan¢, ve které se nachazi. Podle toho se nadbytecny adenosin fosforyluje za plisobeni
adenosinkinazy na AMP (pfi nizSich koncentraci nez 5 uM), nebo ho odbourd
adenosindeamindza na inosin (pii koncentraci vétsi nez 5 uM). Inosin mize byt dale
degradovéan na hypoxantin, a poté¢ az na kyselinu mocovou. Dal§i moznosti miize byt
spojeni adenosinu pomoci enzymu SAH-hydroldzy s L-homocysteinem za vzniku

S-adenosyl-L-homocysteinu (Lloyd a Fredholm, 1995).

V  extracelularnim  prostiedi se ztéchto enzymid vyskytuje pouze
adenosindeaminaza. Proto je vétSina adenosinu z vné&jSiho prostiedi transportovan
do bun¢k, kde se na jeho degradaci mulze ucastnit hlavni katalyticky enzym

adenosinkinaza (Lloyd a Fredholm, 1995).

Pii stresovych faktorech jako je hypoxie a nedostatek energie se podili na regulaci
hladiny adenosinu pfedevs$im adenosindeamindza (Murphree a Linden, 2004). Pfevazna
¢ast adenosinu je uvoliiovana z bunc¢k do okolniho prostiedi, coz je zptisobeno jednak

tvorbou mnohem vétsiho mnoZstvi adenosinu, jednak poklesem jeho metabolismu
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v disledku inhibice funkce adenosinkindzy hypoxii (Decking, Schlieper, Kroll,

Schrader, 1997).

2.3.1.3 Transport pies bunécnou sténu

Dalsim zpiisobem ovlivnéni nadmérné koncentrace extracelularniho adenosinu
je transportem do buiiky, ¢i v opaéném piipad¢€ — pfili§ malé koncentrace — z builky ven.

Za fyziologickych podminek by méla byt jeho hladina nizka a konstantni.

Pii stresové reakci tedy muze byt jeji zvySeni zplsobeno jednak zvétSenou
tvorbou adenosinu v extraceluldrnim prostoru a jednak zrychlenym ptfesunem adenosinu
vytvofenym v bufice pies plazmatickou membranu. Naopak pokles koncentrace
adenosinu je zajiStovan jeho extracelularni degradaci a zpétnym transportem do buiiky

(Novotny, 2015).

Adenosin je vSak hydrofilni molekula a nemiize volné prostupovat bunécnymi
membranami difuzi. Pouziva tedy specializované, bunikou vyvinuté transportni systémy

— nukleosidové transportéry.

Prvnim typem jsou transportéry ekvilibraéni (ENT) fungujici mechanismem
usnadnéné difuze. Ty za fyziologickych podminek pfenaseji adenosin po jeho
koncentra¢nim spadu smérem do buniky z hyperosmolarniho extraceluldrniho prostiedi.
Pii zvySeni tvorby adenosinu v buiice, ke kterému dochazi za stresovych situaci, se ale

smér jeho ptenosu obraci (Choi a Berdis, 2012).
Druhym typem jsou pak transportéry koncentracni (CNT) vyuzivajici symport
se sodnymi ionty (Choi a Berdis, 2012). Tento aktivni transport adenosinu probiha

pfedevsim v epitelovych buiikach specializovanych tkani typu tenkého stfeva, ledvin

nebo jater, ale Castecné také v builkdch endotelu. Podileji se pouze na prenaseni
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do buiiky, nikoli ven, protoze koncentra¢ni gradient sodnych iontd obecné sméruje

pohyb sodnych iontt a tedy i nukleosidl do buiiky (Novotny, 2015).

Oba typy nukleosidovych transportérii se mj. pfimo ucastni na vstfebavani
nukleosidii z potravy a maji i dilezitou roli pfi vychytavani nukleosidi a nukleovych
bazi pro syntézu nukleotidii a nukleovych kyselin. Je tomu tak proto, Ze syntéza
nukleotidii de novo je energeticky velmi naro¢na a nékteré bunécéné typy ji ani nejsou

schopny (Novotny, 2015).

2.3.2 Adenosinové receptory

Signalni u¢inky adenosinu jsou zprostfedkovany membranoveé vazanymi
adenosinovymi receptory, které patii do Siroké rodiny receptorti piednostné sprazenych
sriznymi tfidami G proteini (Mundell a Kelly, 2011).  Existuji ¢tyfi druhy
adenosinovych receptorti - Al, A2A, A2B a A3, které se liSi nejen svou tkanovou
a bunécnou distribuci, ale také regulaci rGznych signdlnich drah a farmakologickymi
charakteristikami (Sheth, Brito, Mukherjea, Rybak, Ramkumar, 2014). Zatimco Al
a A3 receptory prostfednictvim inhibi¢nich Gi/o proteinli potlacuji aktivitu
adenylatcyklazy a tvorbu cAMP, A2A a A2B receptory spiazené se stimulaénimi Gs
proteiny tento enzym aktivuji, coz vede ke zvySeni produkce cAMP a stimulaci

proteinkindzy A (Boison, Chen, Fredholm, 2010).

Aktivace jednotlivych podtypl receptorti zavisi hlavné na koncentraci adenosinu
v extracelularnim prostiedi, protoze se lisi 1 svou afinitou k nému. Zatimco Al a A2A
receptory mohou byt aktivovany jiz za normalnich podminek relativné nizkymi
koncentracemi adenosinu vzhledem ke své vysoké afinité, A2B receptory reaguji az
na stresovou situaci, vyrazné zvysSenou hladinu tohoto agonisty (Murphree a Linden,

2004). A3 receptor ma relativné¢ vysokou afinitu k adenosinu, ale vzhledem k jeho
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pomérné fidkému vyskytu je zapotiebi vyssich koncentraci tohoto agonisty, aby se jeho

ucinek prostfednictvim A3 receptoru mohl efektivné manifestovat (Novotny, 2015).

2.3.2.1 Al receptor

A1 receptor je nejvice rozsifenym adenosinovym receptorem, ktery se v pomérné
velkém mnozstvi vyskytuje zejména v centrdlnim nervovém systému — v kife,
mozecku, hipokampu a v zadnich rozich michy, av§ak nalezen byl také napft. ve svalech,
jatrech, ledvinach, tukové tkani (Sachdeva a Gupta, 2013), v kardiovaskularnim

systému, plicich nebo varlatech (Murphree a Linden, 2004).

K inhibici neurdlni aktivity se adenosin potfebuje navadzat na presynaptické
a postsynaptické receptory adenosinu Al spojené s G;i proteinem. Tyto receptory
podporuji presynaptickou inhibici prostfednictvim blokady vapnikovych kanalt
a postsynaptickou hyperpolarizaci prostfednictvim aktivace draslikovych kanalt
(Boison, 2013). Krom toho miize adenosin prostfednictvim Al (a A3) receptori
zpomalovat metabolismus a snizovat energetickou spotiebu buiky. Konkrétni
metabolicky U€inek pak zavisi na bunééném typu. Ve svalech dochazi k inhibici
glykolyzy, v adipocytech k inhibici lipolyzy, a v tukové tkédni i ve svalech se zvySuje
absorpce glukézy (Novotny, 2015). V. CNS podporuje utlum a spanek a snizuje
excitabilitu neurontl, v srdci snizuje srde¢ni tlak a frekvenci a také ho ¢aste¢né chrani
pfi ischemii srde¢ni tkédn¢ pfed ndslednymi udalostmi jako napiiklad infarkt

nebo arytmie (Murphree a Linden, 2004).

2.3.2.2 Ostatni adenosinové receptory

Predevsim excitacni A2A receptory miizeme najit jak v CNS (ve striatu ptsobi

proti D2 dopaminovym receptorim), tak v perifernich nervech. V cévnim systému
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se také ve slezing a v srdci (Sachdeva a Gupta, 2013; Murphree a Linden, 2004).

Nejvyssi exprese A2B receptoru byla zjisténa v tlustém a slepém strevu, vétsi
mnozstvi je rovnéz v mocovém mechyfi, plicich, cévach, oku nebo v zirnych buiikach
(Sachdeva a Gupta, 2013) a v malém mnozstvi se vyskytuji na mnoha mistech v téle,
napiiklad v tukové tkdni, v mozku, ledvinach a kardiovaskuldrnim systému (Murphree

a Linden, 2004).

A3 receptor je vyznamné zastoupen predevSim ve varlatech, zirnych bunkach,

srdci a v ne€kterych castech mozku (Sachdeva a Gupta, 2013).

2.3.3 Antagonisté a agonisté adenosinovych receptori

Efekt jak agonisti, tak antagonistli adenosinovych receptori zavisi na davkovani,
zpusobu podéni ¢i koncentraci. Je jimi mozno ovlivnit jak excitotoxicitu, zanétlivé
procesy, hyperalgezii a antinocicepci, tak senzorické a motorické deficity, dyskinezi
a bunéénou smrt neuront patfici k patofyziologii nékterych neurodegenerativnich

chorob (Rivera-Oliver a Diaz-Rios, 2014).

Dle novych studii m4 na neurodegenerativni choroby pozitivni vliv prave
konzumace kéavy a caje diky obsahu kofeinu. Kofein - nebo také tein, matein ¢i guaranin
— se vyskytuje ptedevs§im v kdvovych zrnech, kakaovych bobech, cola ofesich, ¢ajovych
listkach, listkich maté a guarané. Caj obsahuje jest¢ dva dalsi ligandy theofylin
a theobromin. (Murphree a Linden, 2004). Diky t¢ém ma ¢aj dlouhodobé¢;jsi ucinky oproti

pouze kofeinu z kdvy, kdy ucinek sice rychle nastoupi, ale rychle odezni.

Tyto alkaloidy jako nespecifi¢ti antagonisté piisobi na vSechny adenosinové
receptory. Vzhledem k pocetnimu zastoupeni a k velké afinité¢ Al receptoru je vysledek

jeho piisobeni na CNS a kardiovaskularni soustavu excitacni (Chen et al., 2017).
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Ve vyjimecnych piipadech, jako napiiklad pfi snizené citlivosti Al receptori nebo
zvySené citlivosti A2A receptor, dochazi vice kinhibici adenosinovych A2A

receptord, a tudiz k inhibi¢énimu ptisobeni na CNS.

Pravé modulace slouceniny kofeinu daly vzniknout uméle vytvoifenym, vysoce
afinitnim a selektivnim antagonistim adenosinovych receptort (Murphree a Linden,
2004). U Al antagonistil se jako nejlepsi prokazaly modifikované xantiny. Piikladem je
1,3-dipropyl-8-cyklopentylxantin (DPCPX), ktery se pouzival jako radioligand

a farmakologické sonda pro in vivo studie (Kiesman, Elzein, Zablocki, 2009).

VSechny dosud vyvinuté agonistické ligandy jsou zaloZeny na struktufe
adenosinu. Ten je vSak v zdkladni formé rychle metabolizovan (ma polocas rozpadu
v krvi pouze 2 s). Modifikace této molekuly na tfech rtznych mistech vedla k
agonistim se zvySenou zivotnosti a vylepseni selektivity pro Al receptor (Murphree

a Linden, 2004).

vvvvvv

A1l receptoru vibec. Obsahuji purinovou a ribdzovou ¢ast. Substituce na N6-pozici
adenosinu Sirokou Skalou alkylovych, cykloalkylovych a arylalkylovych skupin, stejné
jako substituce 5°-OH skupiny rib6zové ¢asti, zvysuje selektivitu pro Al adenosinovy

receptor (Schenone, Brullo, Musumeci, Bruno, Bottaet, 2010).
No6-cyklopentyladenosin (CPA) a jeho G¢innéjsi 2-chloro-analog, 2-Chloro-N(6)-
cyclopentyladenosine (CCPA) jsou nejvice uzivané selektivni farmakologické latky

(Miiller a Jacobson, 2011), a proto jsme i my zvolili CCPA jako vhodnou latku

pro tento vyzkum.
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3. CIL PRACE A HYPOTEZY

3.1 Cile

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, jaky bude mit jednorazové podani CCPA
vliv na vyvoj motorickych schopnosti laboratornich potkand v dulezitych milnicich
jejich vyvoje.

Spontanni lokomoce byla hodnocena v Open fieldu a k hodnoceni motoriky byly
vyuzity véku ptizpisobené motorické testy. Z kazdé vékové skupiny byla 10 potkantim
intraperitonealn¢ podana nizsi davka - 0,2 mg/kg CCPA a 10 dalSim vyssi davka - 0,5
mg/kg CCPA. Tyto skupiny byly porovnavany s kontrolni skupinou 10 potkanti, kterym
byl podan fyziologicky roztok. Porovnani vSech tfi skupin prob&hlo ve tfech vékovych
kategoriich — 12tidenni, 18tidenni a 25tidenni pro urc¢eni zmén motoriky béhem vyvoje.

Cilem prace bylo nejen zjistit, zda jednorazové podani 0,2 mg/kg a 0,5 mg/kg
CCPA ovlivni spontanni lokomoci a motorické testy, ale také zda bude mit CCPA spise
inhibi¢ni ¢i excitatni u¢inek na motorické schopnosti vybranych potkant, zda
jednorazové podani vyssi davky CCPA ovlivni spontdnni lokomoci a motorické testy
ve vétsi mife nez podani nez nizsi davky a také zda zmény vyvolané CCPA jsou zavislé

na véku potkana.

3.2 Hypotézy

3.2.1 Hypotéza 1

HO1: Po jednordzovém podani CCPA dojde ke snizeni motorickych schopnosti

zvitat oproti kontrolni skupiné potkand.

HAT1: Po jednorazovém podani CCPA nedojde ke snizeni motorickych schopnosti

zvitat oproti kontrolni skupiné potkani.
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3.2.2 Hypotéza 2
HO02: Jednorazové podani CCPA vyvold zmény v zavislosti na davce.

HA2: Po jednorazovém podani dojde ke snizeni motorickych schopnosti zvirat

bez zavislosti na davce.

3.2.3 Hypotéza 3
HO03: Zmény vyvolané CCPA jsou zavislé na véku

HA3: Zmény vyvolané CCPA nejsou zavislé na véku
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4. METODIKA

Studovali jsme spontanni lokomoci metodou open field a motorické schopnosti
fadou testl vzdy odpovidajicich v€ku mladat ve tfech vekovych skupinach -
dvanactidenni, osmnactidenni a dvaceti pétidenni. Aby bylo méteni validni, mélo by
kazdou vékovou kategorii zastupovat alesponi osm mladd’at s nizs§i davkou, tedy 0,2
mg/kg, osm s vyssi davkou (v nasem ptipadé 0,5 mg/kg) a osm kontrol injikovanych
fyziologickym roztokem s objemem odpovidajicim vyssi ddvce, abychom vyloucili

plsobeni Soku z injekce na motoriku potkant.

Abychom odstranili stresové faktory z vazeni a pfesouvani potkanti, je zapotiebi
je nechat alespont 30 minut pfed pokusem piivyknout v podminkéch testovani - to
znamena ve stejné mistnosti, se stejnym osvétlenim, teplotou, vlhkosti a bez vnéjsich
vlivi.

0,1 mg CCPA bylo zapotiebi smichat s kapkou TWEENu a zfedit fyziologickym
roztokem. Suspenzi jsme pak nechali 10 minut pod plisobenim magnetické michacky

a poté vpichovali intraperitoneélni injekci mlad’atim potkana.

Plny t¢inek CCPA na motoriku je po 20 minutach po injekci a v tu dobu budou
umistovani vSichni potkani na 5 minut do open fieldu, kde budou po tuto dobu
zaznamenavani kamerou a programem Exthovision bude poté vyhodnocena vzdalenost,
kterou za danou dobu usli, primérna rychlost pohybu a Cas, za ktery se odvazi do centra

pole — to je ukazatelem anxiety.

Motorické testy se pro jednotlivé vekové skupiny potkant li§i. Dvandctidenni
potkani jesté¢ maji slepena o¢ni vicka, a proto se testuje jen, za jakou dobu se obrati
do pronované polohy pfi polozeni na zada (surface righting), za jak dlouho se pfii

polozeni na naklonénou rovinu hlavou dolii mladd€ zorientuje na opacnou stranu
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(negative geotaxis), jak dlouho vydrzi viset na hrazdé (horizontal bar) a jak dlouho
mu bude trvat vySplhat po dérované naklonéné roviné (ascending ladder) za svymi

sourozenci umisténymi v kosi¢ku na jejim vrcholu jako motivace.

Osmnactidenni se zrakovou kontrolou by méli uz kromé surface rightingu,
negative geotaxis a horizontal baru zvladnout piejit i horizontdlni zebiik nejdiiv
s pravideln¢ rozmisténymi ptickami (regular horizontal ladder) a poté s nepravidelnym
uspofadanim a mezerami (iiregular horizontal ladder), pfi¢emz u obojiho pouzivame
sourozence umisténé v kosicku pod opanym okrajem zebtiku jako motivaci k pfechodu
a seskoCeni k nim. Krom¢ méfeni Casu je predmétem pozorovani i pocet chyb

v lokomoci, tj. doslapnuti mimo piicku.

Dvacetipétidenni jedinci jsou tak aktivni, Ze by z negativni geotaxe utekli. Misto
ni priddvame tedy k surface rightingu, horizontal baru a horizontal ladderu tocici
se valec s vrasnénym povrchem (rotarod), na ktery umistime potkana hlavou proti

sméru otaceni a métime dobu, po kterou se na ném udrzi.

Vsechny tyto testy jsou ukonceny, pokud zvife nezvladne vykonat dany tkol
do 60 vtefin. (Splh po naklonéné roving, pravidelny a nepravidelny horizontalni Zebtik,
negativni geotaxe), nebo naopak je natolik schopné Ze se udrzi na hrazdé¢ ¢i rotarodu

celych 60 vtefin.

Pokusy je tfeba provadét vzdy ve stejnou denni dobu, abychom respektovali
cirkadidlni rytmy potkani a nedoSlo k zbytecnym odchylkdm od méfeni. Zvitata
na pokus byla poskytnuta akreditovanym zvéfincem Ustavu akademie véd CR se stalou
teplotou 22 °C (+ - 1 °C) se svételnym rezimem, ve kterém jsou potkani pfivyknuti
na svételnou ¢ast dne od 6 do 18 hodin. Toto métfeni probihalo vzdy ve stejnou denni

dobu, od 9 do 12 hodin.
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Zaroven bychom neméli nechévat dvanacti a osmnactidenni potkany dlouho
od matky a v dobé¢ méfeni kdy musi byt od matky odstaveni, je nutné umistit je

na elektricky vyhfivanou decku.

Pokusy byly schvaleny odbornou komisi fyziologického istavu pro ochranu zvitat
a provadény v souladu s rozhodnutim o schvaleni projektu pokust. Byla také
zabezpeCena péCe o pokusnd zvifata pifi pokusu a kontrolovana cinnost dalSich

zaméstnancll souvisejici s pokusem, zejména oSetiovatelll, kteti se na ni podileji.
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5. VYSLEDKY

5.1 Kvantitativni hodnoceni

Mezi testy s moznosti kvantifikace vysledku patii vzdalenost a primérny rychlost
usla v open fieldu za 5 minut, rotarod, negativni geotaxe, vis na hrazd¢, chybovost a cas
za ktery potkani dosli na konec pravidelného horizontdlniho Zebiiku a chybovost

pfi prechazeni nepravidelného horizontalniho Zebtiku.

Tyto vysledky byly zhodnoceny ve statistickém programu SigmaStat pomoci
analyzy rozptylu ANOVA, pokud se jednalo o parametrické testy (testy jejichz vysledky
odpovidaji Gaussové kiivce), nebo piipadné ANOVA on rangs u neparametrickych
testd. Pokud ve srovnani skupin vysla signifikance mensi nez 0,005, je tento rozdil

relevantni.

5.1.1 Open field

V této zkousSce se ukazalo, Ze u kontrol a potkanii s 0,2 mg/kg CCPA ujdou delsi

vzdalenost 18tidenni a 25tidenni nez dvanactidenni (viz Obrazek 3).

Také se ukazalo, Ze potkani vSech vekovych skupin, kterym bylo poddno CCPA,
ujdou méné centimetri nez kontrolni skupina. Zaroven 18tidenni a 25tidenni potkani
po podani 0,5 mg/kg ujdou signifikantné krat$i vzdalenost, nez po podéani 0,2 mg/kg

CCPA (viz Obrazek. 4).

18tidenni a 25tidenni kontroly a potkani s 0,2 mg/kg CCPA maji vétsi primérnou
rychlost nez dvanactidenni mlad’ata se stejnou davkou. (viz Obrazek. 5) Potkani vSech
veékovych skupin, kterym bylo poddno CCPA maji mensi primérnou rychlost nez
kontrolni skupina, a zdroven jsou 18tidenni a 25tidenni potkani po podani 0,5 mg/kg

signifikantné pomalejs$i nez po podani 0,2 mg/kg CCPA (viz Obrazek 6).
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Open field - distance

Effect of CCPA
cm 2000
| * [ day 12
1800 * I day 18
1600 - B day 25
1400 -
1200 -

1000 A

*
*
800 A
600 -
400 -
200 A ’J_| ﬂ
0
C 0,2 05

Obrazek 3. Graf porovnava vzdalenost uSlou v Open fieldu za 5 minut 12tidennich,

mg/kg

18tidennich a 25tidennich potkanii v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na ose x jsou
zobrazeny 3 skupiny dle davek CCPA, na ose y je usla vzdalenost. Jednotlivé vékové
skupiny jsou oznaceny riznymi barvami.
Hvézdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily vici 12tidennim potkantim (bily

sloupec).

Open field - distance

Effect of CCPA
cm 2000
3 control
1800  mm 0,2 mgkg
1600 i ] 0,5 mg/kg _T_
1400 + l
1200 -+
1000 *
*
800 A
600 -
*
*
400 - * *
200 ] .—i
0
12 18 25 days

Obrazek 4. Graf porovnava vzdalenost uslou v Open fieldu za 5 minut 12tidennich,
18tidennich a 25tidennich potkanii v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na ose x jsou
zobrazeny 3 vekové skupiny, na ose y je usla vzdalenost. Jednotlivé skupiny dle mnozstvi
podaného CCPA jsou oznaceny riiznymi barvami.

Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici kontrolnim potkaniim (bily

sloupec).
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Open field - velocity

Effect of CCPA
cmis 7
* ) day 12
6 - . day 18
* E day 25

*
3 *
2
| o | I
0
C 0,2 05

5 mgkg
Obrazek 5. Graf porovnava priimernou rychlost chiize za 5 minut v Openfieldu
12tidennich, 18tidennich a 25tidennich potkanii v zavislosti na mnozstvi podané latky.
Na ose x jsou zobrazeny 3 skupiny dle davek CCPA, na ose y je priumérnda rychlost.
Jednotlive vekoveé skupiny jsou oznaceny ruznymi barvami.

Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici 12tidennim potkaniim (bily

sloupec).

Open field - velocity
Effect of CCPA
cmis 7
3 control
6 - B 0.2 mgrkg
B 0.5 mg/kg l
° T
4 -
*
3 4 *
2 *
* * *
Ll
0
12 18 25 days

Obrazek 6. Graf porovnava priimernou rychlost chiize za 5 minut v Openfieldu
12tidennich, 18tidennich a 25tidennich potkanii v zavislosti na mnozstvi podané latky.
Na ose x jsou zobrazeny 3 vekové skupiny, na ose y je primeérnda rychlost. Jednotlivé
skupiny dle mnozstvi podaného CCPA jsou oznaceny riznymi barvami.
Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici kontrolni skupiné potkanii (bily

sloupec).
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5.1.2 Rotarod

V tomto testu, pii kterém se méfilo, jak dlouho vydrzi potkani na rotarodu nevysly
zadné vyznamné rozdily mezi kontrolami ani mnozstvim podané latky CCPA (viz

Obrazek 7).

Rotarod
Effect of CCPA
s 60

50 - '|'

40 4

30 A

20 A

10 A

0

C 0.2 0.5 mg/kg
Obrazek 7. Graf porovnava dobu, po jakou se 25tidenni potkani udrzeli na rotarodu

v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na ose x jsou zobrazeny 3 skupiny dle davek
CCPA zobrazeny ruznymi barvami, na ose y je doba, po jakou se 25tidenni potkani

udrzeli na rotarodu. V tomto testu nebyly Zadné signifikantni rozdily mezi skupinami.

5.1.3 Negativni geotaxe

Pii této zkouSce bylo zjisténo, Ze 18tidenni kontroly se oto¢i hlavou nahoru

rychleji nez 12tidenni (viz Obrazek 8).

Potkani s 0,5 mg/ kg obou v€kovych skupin a 18tidenni s 0,2 mg/kg se otocili
za del$i dobu nez kontroly dané vékové skupiny a 12tidenni mlad’ata s 0,2 mg/kg CCPA
se otocili rychleji nez kontrolni skupina tohoto véku. Zaroven se 18tidenni i 25tidenni
potkani po podani 0,5 mg/kg CCPA otocili signifikantné pozdéji oproti potkantim

s davkou 0,2 mg/kg CCPA (viz Obrazek 9).
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Negative geotaxis
Effect of CCPA

1 day 12
m day 18

40 -

30 A
20 A

10 A

*
) a [0
C 0,2

0,5 mgkg

Obrazek 8. Graf porovnava rychlost otoceni hlavou nahoru na naklonéné roviné
12tidennich, 18tidennich potkanii v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na ose x jsou
zobrazeny 3 skupiny dle davek CCPA, na ose y je doba, za kterou se potkani otocili.
Jednotlivé vekove skupiny jsou oznaceny ruznymi barvami.

Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici 12tidennim potkaniim (bily

sloupec).

Negative geotaxis

Effect of CCPA
s 50
[ control *
I 0.2 mg/kg
40 I 0.5 mg/kg *
30 4
20 A
10 A |—L‘ * *
o ]
12 18 days

Obrazek 9. Graf porovnava rychlost otoceni hlavou nahoru na naklonéné roviné
12tidennich, 18tidennich potkanii v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na ose x jsou
zobrazeny 2 vekové skupiny, na ose y je doba, za kterou se potkani otocili. Jednotlivé

skupiny dle mnozstvi podaného CCPA jsou oznaceny ruznymi barvami.

Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici kontrolnim potkaniim (bily

sloupec).
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5.1.4 Vis na hrazdé

V tomto testu se pfi podani CCPA i fyziologického roztoku udrzeli 18tidenni
a 25tidenni potkani déle nez 12tidenni a zaroven také vydrzeli viset déle 25tidenni
kontrolni skupiny a potkani s 0,2 mg/kg nez 18tidenni se stejnym mnozstvim latky (viz

Obrazek 10).

Také se ukazalo, ze po podani 0,2 mg/kg CCPA se potkani vSech vékovych
kategorii udrzeli na hrazd¢ krat$i dobu, ale u davky 0,5 mg/kg byl signifikantni rozdil

pouze u 25tidennich (Obrazek 11).

Horizontal bar

Effect of CCPA
s 60
* 1 12 days
I 18 days
50 A B 25 days
*
40 *
*
30 A *
20 A *
10 ﬂ
. ] ]
Cc 0.2 0.5 mg/kg

Obrazek 10. Graf porovnava dobu, jakou se potkani udrzeli na hrazde v zavislosti
na mnozstvi podané latky. Na ose x jsou zobrazeny 3 skupiny dle davek CCPA, na ose y
je doba visu. Jednotlivé vekové skupiny jsou oznaceny riiznymi barvami.
Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici 12tidennim potkaniim (bily

sloupec).
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Horizontal bar

Effect of CCPA
s 60
1 control _T_
[ 0.2 mg/kg
S0 | mmmm 0.5 mg/kg
40 *
*
30
20 A *
10 ﬂ * i
0
12 18 25 days

Obrazek 11. Graf porovnava dobu, jakou se potkani udrzeli na hrazdé v zavislosti na

mnozstvi podané latky. Na ose x jsou zobrazeny 3 vekové skupiny, na ose y je doba visu.

Jednotlivé skupiny dle mnozstvi podaného CCPA jsou oznaceny riiznymi barvami.
Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici kontrolnim potkaniim (bily

sloupec).

5.1.5 Pravidelny horizontalni Zebrik

V tomto testu se ukazalo, Zze 25tidenni kontroly chybovaly pfi pfechodu na druhy
konec Zebtiku méné nez 18tidenni (viz Obrazek 12). 25tidenni potkani po podani

CCPA chybovali vice nez kontrolni skupina 25tidennich mlad’at (viz Obrazek 13).

Také se ukdzalo, ze 25tidenni potkani piejdou Zebiik na druhou stranu rychleji nez
18tidenni pii podéani jakéhokoli mnozstvi latky nebo fyziologického roztoku (viz
Obrazek 14) a zaroven 25tidenni potkani s 0,2 1 0,5 mg/kg CCPA piejdou zebiik

pomaleji nez 25tidenni kontroly (viz Obrazek 15).
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Regular Horizontal ladder - mistakes
Effect of CCPA

n 25
B day 18
B day 25

20 +

0,5 mg/kg

Obrazek 12. Graf porovnava pocet chyb na pravidelném horizontalnim Zebriku
18tidennich a 25tidennich potkanit v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na ose x jsou
zobrazeny 3 skupiny dle davek CCPA, na ose y je pocet chyb. Jednotlivé vékoveé skupiny
Jsou oznaceny riiznymi barvami.
Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici 18tidennim potkaniim (Cerveny

sloupec).

Regular Horizontal ladder - mistakes

Effect of CCPA
n 25
3 Control
= 0.2 mg/kg
20 A . 05

%*
o1

10 4

18 25 days

Obrazek 31. Graf porovnava pocet chyb na pravidelném horizontalnim Zebriku
18tidennich a 25tidennich potkanit v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na ose x jsou
zobrazeny 2 vekové skupiny, na ose y je pocet chyb. Jednotlivé skupiny dle mnozstvi
podaného CCPA jsou oznaceny riiznymi barvami.

Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici kontrolnim potkaniim (bily

sloupec).
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Regular Horizontal ladder - time

Effect of CCPA
s 60
B day 18
B day 25
50 +
40 -
30 A
*
20 - *
*
10 4
0
C 0,2 0.5 mgkg

Obrazek 14. Graf porovnava dobu, za jakou presli 18tidenni a 25tidenni potkani
na konec pravidelného horizontdlniho Zebriku v zavislosti na mnoZstvi podané latky.
Na ose x jsou zobrazeny 3 skupiny dle davek CCPA, na ose y je doba za jakou presli

Zebrik. Jednotlivé vekové skupiny jsou oznaceny riiznymi barvami.
Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici 18tidennim potkaniim (Cerveny

sloupec).

Regular Horizontal ladder - time

Effect of CCPA
s 60
1 Control
EEE 0.2 mg/kg
50 B 0.5 mg/kg
40 -
30 4
*
20 A *
10 4

18 25 days

Obrazek 15. Graf porovnava dobu, za jakou presli 18tidenni a 25tidenni potkani
na konec pravidelného horizontdlniho Zebriku v zavislosti na mnoZstvi podané latky.
Na ose x jsou zobrazeny 2 vekové skupiny, na ose y je doba, za jakou presli Zebrik.
Jednotlivé skupiny dle mnozstvi podaného CCPA jsou oznaceny riiznymi barvami.
Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici kontrolnim potkaniim (bily

sloupec).
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5.1.5. Nepravidelny horizontalni Zeb¥ik

Tento motoricky test ukazal, ze 25tidenni kontroly chybovaly pii ptechodu
na druhy konec Zebiiku méné nez 18tidenni (viz Obrazek 16). 25tidenni potkani
po podani CCPA chybovali vice nez kontrolni skupina 25tidennich mlad’at (viz Obrazek

17).

Irregular Horizontal ladder - mistakes
Effect of CCPA

n12 4 B day 18
B day 25

Obrazek 16. Graf porovnava pocet chyb

na nepravidelném horizontalnim zebriku
10 -
18tidennich a 25tidennich potkanii

v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na

ose x jsou zobrazeny 3 skupiny dle davek

CCPA, na ose y je pocet chyb. Jednotlivé

vekoveé skupiny jsou oznaceny riznymi

barvami. ¢ 0,2 0,5 makg

Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici 18tidennim potkaniim (Cerveny

sloupec).

Irregular Horizontal ladder - mistakes

; o Effect of CCPA
Obrazek 17. Graf porovnava pocet chyb
. B . L, . =, n 12 4 3 Control *
na nepravidelném horizontalnim zZebriku = 02 mghkg
. , . , . 10 1 = *
18tidennich a 25tidennich potkanii 1

v zavislosti na mnozstvi podané latky. Na ®
ose x jsou zobrazeny 2 vekové skupiny, na ®]
ose y je pocet chyb. Jednotlivé skupiny dle ]

mnozstvi podaného CCPA jsou oznaceny

riiznymi barvami. 0 18 25 days

Hvezdickou jsou zobrazeny signifikantni rozdily viici kontrolnim potkaniim (bily

sloupec).
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5.2 Kvalitativni hodnoceni

V této casti jsou popsany reakce mlad’at na zkouskach, které nebylo mozné

zpracovat kvantitativné - Splhu po naklonéné roviné asurface righting.

Také jsou zde doplnény poznamky popisujici chovani potkanti na zkouskach jiz
vySe zminénych v kvantitativnim hodnoceni - Open field, viu na hrazd¢, pravidelny a
nepravidelny horizontalni zebiik.
5.2.1 Splh po naklonéné roviné

Tabulka ¢. 1 — Vysledky testu Splhu na naklonéné roviné

davka CCPA | Doba, kterou vydrzeli viset/s usla vzdalenost
C 60 tfetina

C 60 tfetina

C 60 tretina

C 21 cela vzdalenost

C 41 cela vzdalenost

C 45 cela vzdalenost

C 78 celad vzdalenost

C 30 celd vzdalenost
0,2 26 0
0,2 34 0
0,2 60 0
0,2 60 polovina
0,2 60 Ctvrtina
0,2 15 0
0,2 29 0
0,2 15 Ctvrtina
0,2 47 polovina
0,5 46 0
0,5 60 Ctvrtina
0,5 53 0
0,5 | po 20 sekundach zdolal usek celd vzdalenost
0,5 60 polovina
0,5 7 polovina
0,5 13 Ctvrtina
0,5 25 polovina
0,5 26 0
0,5 22 tretina
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5.2.2 Surface righting

U tohoto testu se pouze 2 mlad’ata odchylovala od zbylych, kterd se otocila
do 1 sekundy. Ob¢ patiila do 12tidenni v€kové skupiny a bylo jim podano vétsi
mnozstvi latky. Jedno se otoCilo za 2 sekundy (vykazovalo jiz v open fieldu zaskuby
celého téla zplsobujici elevaci celého téla nad podlozku, pfipominajici vyskok) a druhé

za 11 s (mé€lo znatelné ztuhlou $§iji).

5.2.3 Open field

U 4 z 9 12tidennich potkani s davkou 0,2 mg/kg se objevil tremor.

U 5 z 10 12tidennich potkanii s davkou 0,5 mg/kg se objevil tremor, z toho u 2
znich byla vidét znatelné ztuhld Sije a jeden ztéto dvojice vykazoval v open fieldu

zaSkuby celého téla zpilisobujici elevaci celého téla nad podlozku, pfipominajici vyskok.

5.2.4 Vis na hrazdé

3 25tidenni potkani byli schopni pfi této zkouSce vylézt na hrazdu a bez problému
se udrzet déle, nez byl stanoveny limit jedné minuty. Dvéma z nich byl podan pouze

fyziologicky roztok a jeden z nich dostal CCPA v davce 0,2 mg/kg.

5.2.5 Pravidelny horizontalni Zebrik

5.2.5.1 25tidenni potkani

Devét 25tidennich kontrol na konci tohoto horizontalniho Zebfiku aktivné

seskocilo za sourozenci, 1 doSel na konec a poté se vratil zpct na zacatek.

Z potkant s davkou 0,2 mg/kg skocilo 8 mlad’at a 1 opét doslo na konec Zebiiku

a vratilo se na start.
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Po davce 0,5 mg/kg skocilo za sourozenci jen 5 potkand. 2 dosli za 60 sekund jen

do Ctvrtiny zebiiku.

5.2.5.2 18tidenni potkani

18tidenni potkani skdkali za sourozenci méné Casto nez 25tidenni. Z mladat,
kterym byl podan pouze fyziologicky roztok, skocil za sourozenci pouze jeden potkan,

jeden dosel do pulky a zpét, 2 do Ctvrtiny a zpét na start a 1 doSel do tii ¢tvrtin zebtiku.

Mezi potkany s davkou 0,2 mg/kg se nasli 3, ktefi aktivné skocili ze zebtiku a 2,

kteti spise spadli za sourozenci. Jeden dosel do poloviny a 2 pouze do Ctvrtiny zebtiku.

S davkou 0,5 mg/kg aktivné skoc¢il pouze 1 osmndctidenni potkan a 1
za sourozenci spadl. 1 mladé pteslo cely Zebiik a vratilo se na start a 3 potkani
se neposunuli viibec — ztoho 2 se snazili o posun a tfeti pouze nehybné lezel

s koncetinami propadlymi mezi pfickami.

5.2.6 Nepravidelny horizontalni Zebrik

5.2.6.1 25tidenni potkani

Pét potkanti po podani fyziologického roztoku doslo na konec zebiiku a vratilo
se zp¢t na start, 4 potkani dosli na konec, ale neseskocili za svymi sourozenci do kosiku
(1 z nich sko¢il 5 sekund po stanoveném limitu jedné minuty). 1 mladé zvladlo dojit jen

do poloviny nepravidelného zebtiku.

3 potkani po podani 0,2 mg/kg CCPA dosli na konec Zebiiku a 2 z nich aktivné
seskocili k sourozenciim. 2 dosli na konec a vratili se zpét na zacatek, 2 do poloviny
azpét na start, 1 pouze do poloviny (bez navratu) a 2 potkani dosli do Ctvrtiny

horizontalniho Zebtiku.
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Po podani 0,5 mg/kg CCPA neseskocil aktivné zadny potkan, 2 dosli na konec
a vratili se zpét na zacatek zebtiku a 1 doSel do poloviny (bez néavratu). 4 mlad’ata

zlstala bez posunu na zacatku zebtiku.

5.2.6.2 18tidenni potkani

Z 18tidennich kontrol dosel nakonec a spadl za sourozenci pouze 1 potkan. Jeden
se neposunul vibec, 1 dosSel do ctvrtiny zebiiku a zpét na start a dalsi 3 dosli
do poloviny zebtiku, z ¢ehoz 1 v poloviné propadl skrz pticky a sam, bez pomoci, se

dostal zpét nahoru.

Po podini CCPA se zadny =z 18tidennich potkani nedostal za sourozenci
do kosicku. 4 s mnozstvim CCPA 0,2 mg/kg dosli do poloviny Zebiiku a 3 zistali na

zacatku zcela bez posunu.

3 potkani s davkou 0,5 mg/kg zistali celych 60 sekund na startu, 2 dosli

do ¢tvrtiny a 1 do poloviny nepravidelného Zebiiku.
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6. DISKUSE

M¢étenim motorickych schopnosti 12tidennich, 15tidennich a 25tidenni potkant

po podani 0,2 mg/kg, 0,5 mg/kg se ukazalo nékolik nasledujicich vysledk.

S rostoucim vékem se motorickd vykonnost potkand lepSila nejen u kontrolnich
skupin, ale i1 u potkanii s davkou 0,2 mg/kg zlstava tento fyziologicky rozdil zachovan.
Podanim 0,5 mg/kg CCPA se ale rozdil motorickych schopnosti vékovych skupin

v mnoha zkouskach zmensil.

Utinek CCPA se projevil nejvyrazngji u 12tidennich potkanti — u nékterych az
zamezil pohybu uplné, ¢i vyvolal nekontrolované zaskuby celého t€la, coz muze byt
projev negativniho vedlejSiho U¢inku a bude tieba se jim dale zabyvat. Naopak
u 25tidennich mlad’at byl uc¢inek nejméné znatelny - G€inek CCPA je nejvyraznéjsi

u 12tidennich a s vékem klesa.

V nékterych testech se projevil také signifikantni rozdil mezi motorickou
vykonnosti potkanii s 0,2 mg/kg a 0,5mg/kg. Ke zhorSeni vykonnosti doslo po podéani
vyssi davky CCPA — jde o latku vyrazné zesilujici inhibici. Na zacatku prace probéhl
pokus o podani i 1 mg/kg, ale inhibicni efekt na zvife byl tak markantni, Ze by ho
nebylo mozné v pokusech nijak pouzit. Vyrazné tlumivé ucinky zpochybnuji mozné
klinické pouziti vys$ich davek. Vyjimku by mohl tvofit naptiklad stav po hypoxii,
po které¢ je takovyto utlum naopak zddany, protoze se snizi metabolismus mozku,

a vznika proto mensi pravdépodobnost zaniku neuront.

CCPA ma také antikonvulzivni ucinek. Ve studii provadéné na 12tidennich
a 25tidennich potkanech bylo 12tidennim potkaniim intraperitonealné¢ poddno CCPA
v mnozstvi 0,2, 0,5 a 1 mg/kg. 25tidenni dostali latku v mnozstvi 0,5, 1, 2 a 5 mg/kg.

Po 30 minutach bylo témto potkanim podano 100 mg/kg Pentetrazolu, latky schopné
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vyprovokovat u potkand tonicko-klonicky zachvat. Bylo zjisténo, Ze antikonvulzivni
ucinek CCPA je nejvyraznéjsi u 12tiddenich mladd’at a s pfibyvajicim vékem klesa.
Zaroven se u 12tidennich potkanli objevil signifikantni rozdil mezi mnozstvim podané

latky (Mares, 2010). (Viz Obrazek 18)
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Obrazek 18. Graf ukazuje cetnost generalizovanych zachvatii u 12tidennich (nahore)

a 25tidennich (dole) potkanii po podani riiznych mnozstvi CCPA. Na ose x je mnozZstvi

podaneé latky a na ose y procentuadlné vyjadrend cCetnost vyskyti zachvatu. Hvézdicka
znadi signifikanci viici odpovidajici kontrolni skupinée potkanii; ,,0 * znaci rozdily

v incidenci tonické faze zachvatu.

Navic bylo zjisténo, ze jsou to pravé Al adenosinové receptory (a ne A2A
receptory), které hraji roli v korovych epileptickych néslednych vybojich. Nejsilnéjsi
ucinek se projevil opét u 12tidennich potkanti a s pfibyvajicim vékem klesal (Mares,

2014).

Diky témto vysledkim je mozné pfedpokladat, Ze by CCPA mohlo mit vyuziti

v klinické praxi napf. po hypoxickych stavech, kdy je potfeba zpomalit metabolismus a
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snizit energetickou spotiebu bunék, nebo v 1écbe dlouhotrvajicich epileptickych
zachvatl v iktalnim stddiu diky antikonvulznim u¢inkiim, pfi nedostacujicich ucincich
béznych antiepileptik. Objevily se ale nékteré studie, které ukazuji, Ze se agonisté
adenosinu mohou podilet na postiktalni period¢ - prodluzuji postiktalni depresi, zatimco

napf. kofein ji zkracuje (Boukhezra et al., 2003).

Je tu vSak jesté jedna véc, kterd by dle mého ndzoru neméla byt opomenuta.
Je skvélé, ze veskeré pokusy musi byt schvéaleny Ustiedni komisi pro ochranu zvirat,
ktera hlida zneuzivani téchto tvort. Co uz se ale nefesi, jsou zbyte¢né ztraty na Zivotech

n¢kterych potkant, kteti takovymto pokusem projdou.

Ano, dvé tfetiny jich ma v sobé latku, u které stale nevime vSechny dusledky,
které by mohla vyvoléavat. Pro jiné pokusy jiz nejdou pouzit, protoze by je CCPA mohlo
ovlivnit a jejich vysledek by nebyl relevantni. Zaroven neni mozné je pouzit jako
potravu pro jind zvifata, protoZe by se

latka mohla v téle napt. hada nebo ptaka Omezen pottu 2vifat (Reduction) .

Setrné zachdzeni se zvifaty (Refinement)

12. | Plinované pouZiti znecitlivéni, prostiedki sniZujicich bolest nebo jingch metod tlumicich

uvolnit a ovlivnit tak jejich motorické e e

13. | Hlavni operaéni vybaveni, operaéni postupy a zpusoby pooperaéni péte minimalizujiei
bolestastreszyifete

schopnosti. Také nevime, jestli zvifata

14. | Zpisob naloZeni s pokusnymi zvifaty po ukonéeni pokusu - usmirceni, prevedent do chovie
(iakého?), opétovné pouziti, pii opétovaém pouZiti jeho Kumulativai dopad na dand pokusad
zvifata

po podani latky netrpi bolestmi, a proto |;

. | Metody usmreovini pokusnych zviFat - odpovidajici metody zaskrmére (x) do prazdného
policka )
Predavkovani anestetikem

r r 7 Upoutany projektil
po takovémto pokusu musi byt tato ~ Oxidunety
Zlomeni vazu
Tupy ader do hlavy
rv . . , v Oddéleni hlavy od trupu
zvitata  zlikvidovana dle  pfedem Omient elekirickym proudem

Inertni plyny (Ar, Ny)

Zastieleni volnym projektilem odpovidajici stfelnou zbrani a stfelivem
Jind metoda - Zadost o ud&leni vyjimky - nife zdivodnéte

Schvéleného’ Zékonné danéhoj protokolu 16. | Puvod pokusnych zvirat - uved'ie viechny predpokicidané zdroje; u pokusmych zvirat z volné

privody uddvejie co nejpresnéyi lokalite (lokality) jejich odehytu

17. | Podminky umisténi a chovu pokusnych zvirat a péte o né véetné obohaceni prostredi

Ustiedni komisi pro ochranu zvitat. (Viz |z smn o

19. | Uvedeni zdravotniho rizika pro dalsi pokusnd zviiata a pro zaméstnance

7
ObraZCk 1 9) 20. | Pokus bude proveden za podminck sprivné laboratorni praxe (je-li to poZadovano jinymi
préavnimi piedpisy — napi. zakon o [€€ivech, zikon o chemickych latkach a chemickych
piipraveich) - sprd variantu zaskrinéte (x) do prazdného policka
Ano : .
r X r v Ne
Obrazek ]9 Cast VZOoru formulare 21. | Datum | Razitko a podpis Zadatele Podpis vedouciho projektu pokusu

Zadosti o schvalent projektu pokusi

z Prilohy ¢. 4 k vyhlasce ¢. 419/2012 Sbh.
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Zbyléd jedna tfetina potkanti jsou vSak kontroly — byl jim tedy podan pouze
fyziologicky roztok. Smrt takovychto zvifat mi teda pfijde nadmiru zbyte¢na. Jako
potrava nepiedstavuji vibec zadné riziko, a piesto jsou tito potkani zlikvidovani
dle protokolu také. Jen z mého pokusu to bylo 10 12tidennich, 10 18tidennich a 10
25tidennich mlad’at a u jinych pokusi je vzdy potfeba minimalné 8 kontrol na vékovou
kategorii, aby byl pokus relevantni. Pfitom by se situace dala feSit smlouvou naptiklad

se ZOO nebo s néjakym chovatelem, ktery by si pro zbylé potkany pfijel.

Dle mého ndzoru by mélo byt v zdjmu nejen Ustfedni komise pro ochranu zvifat,

snazit se prosadit v zakon¢ povinnost smysluplné vyuzit kontrolni potkany.
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7.ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit, jak jednorazové podani 0,2 mg/kg a 0,5 mg/kg
2-Chloro-N(6)-cyclopentyladenosinu, neboli CCPA zméni vyvoj motorickych
schopnosti laboratorniho potkana a zda vyssi davka bude mit vétsi vliv na spontanni
lokomoci a motorické testy. CCPA je specifickym agonistou Al adenosinovych
receptort, které jsou nejvice rozSifenym adenosinovym receptorem, vyskytujicich
se ve velkém mnozstvi predevsim v CNS, ale také ve svalech, jatrech, ledvinach, tukové
tkani v kardiovaskuldrnim systému, plicich nebo varlatech. Tyto receptory podporuji
presynaptickou inhibici. V. CNS podporuje tedy atlum a spanek a snizuje excitabilitu
neuronti. Ve svalech se podili na inhibici glykolyzy, v adipocytech inhibici lipolyzy,
a v tukové tkani i ve svalech na zvySeni absorpce glukdzy, zpomaluje tak metabolismus
a snizuje energetickou spotfebu buiiky. V srdci snizuje srdecni tlak a frekvenci a také ho
Castecné chrani pfi ischemii srde¢ni tkané pied naslednymi udélostmi jako napiiklad
infarkt nebo arytmie.

Potkan je vhodny pro takovéto vyzkumy piedev§im proto, ze jeho motoricky
vyvoj chronologicky odpovida vyvoji ¢lovéka. Zaroven diky trikrat az ctytikrat do roka
se opakujici bfezosti matek s poctem deseti az dvanacti mlad’at ve vrhu neni tak tézké
ziskat ptesnou v€kovou skupinu s dostatkem probandii pro urcity pokus. Diky vyvoji
hematoencefalicka bariéry az ve druhé poloviné tietiho tydne po narozeni, dostane

intraperitonealn¢ podané CCPA bez problémt do mozku, kde mtiZze pisobit.

Testovany byly skupiny 12tidennich, 18tidenni a 25tidennich potkant. CCPA
bylo zapotiebi smichat s kapkou TWEENu a zfedit fyziologickym roztokem. Suspenzi
jsme pak nechali 10 minut pod plsobenim magnetické michacky a poté vpichovali

intraperitonedlni injekci mlad’atim potkana. Po 20 minutach od vpichu byli potkani
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testovani nejprve v Open fieldu a potom dle vékovych kategorii na testy motorickych
schopnosti — vis na hrazd¢, negativni geotaxe, surface righting, Splh po naklonéné

roving, pravidelny a nepravidelny horizontalni Zebtik a rotarod.

Dle oc¢ekavani z chemické podstaty CCPA a nékterych predchozich vyzkuml ma
tento agonista Al adenosinového receptoru na motorické schopnosti zna¢ny inhibi¢ni

vliv.

U 12tidennich potkantit m¢l na spontdnni lokomoci a motorické testy nejvetsi
ucinek, naopak u 25tidenni mladd’at byl nejméné znatelny. Pii podani 0,5mg/kg CCPA
doslo ke vétsimu zesileni inhibice motoriky nez po podani 0,2 mg/kg CCPA. Vyrazné
tlumivé ucinky zpochybiuji mozné klinické pouziti vyssich davek, pokud by takovyto
utlum nebyl naopak zddany (napf. stav po hypoxii). Diky svému antikonvulznimu
ucinku, které je opét nejvyraznéjsi u 12tiddenich mlad’at a s ptibyvajicim vékem klesa,

se nabizi moznost vyuziti v 1é€bé epileptickych zachvatt.
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