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Abstrakt

Latky steroidni povahy s vlivem na nervovou tkan jsou v poslednich letech hojné
zkoumané pro sv¢ Siroké vyuziti. Jejich nejvétsi piinosem jsou ucinky antikonvulzivni a
anxiolytické ucinky. Tato prace zkouma vliv nové objeveného neuroaktivniho steroidu
pregnanolonpyroglutamétu syntetizovaného v Ustavu organické chemie a biochemie
Akademie véd Ceské republiky (UCHOB AV CR), ktery z dosavadnich
farmakokinetickych vysledkii nabizi potenciondlni moznost nové terapie epilepsie.
Nasim cilem bylo zjistit, zda tato latka nema negativni vliv na motoriku u mlad’at
laboratorniho potkana. V teoretické casti diplomové prace je struéné uveden popis
vyvoje laboratorniho potkana, zejména jeho motoriky a senzorickych funkci a srovnani
s vyvojem u C¢loveéka. V metodice je popsan pribéh experimentli a volba vybranych
zejména motorickych testii. V praktické ¢asti budou popsany vysledky testovani a jejich
srovnani s u¢inkem dalSich neuromedidtori. Nenalezli jsme Zadné zavazné postiZeni
motoriky jako diisledek opakovaného perinatdlniho podani PPG. Akutni podani davky
10 mg/kg zhorSovalo vykonnost potkand v nékterych testech (surface righting, negative
geotaxis). Tyto vysledky jsou dilezit¢é pro mozné budouci vyuziti neuroaktivnich

steroidil v pediatrické praxi.
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Abstract

The steroid substances with effect on nervous tissue are plenteously studied in last
years. Their biggest benefits are especially anticonvulsant and anxiolytic effects. This
thesis inspects the influence of newly discovered neruactive steroid pregnanolone
pyroglutamate synthesized in The Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of
the Czech Academy of Science (IOCB CAS), which offer potential opportunity of a
new therapy of epilepsy from actual pharmacokinetic results. Our goal was to detect, if
this substance has any negative effects on locomotor skills of young laboratory rats. In
theoretical part of the thesis the development of laboratory rat is briefly descibed,
especially its motor skills and sensory functions in comparison with human. The process
of the experiments and choice of especially motor skill tests are described in
Metogology part. The results of experiment and its comparation with the effect of other
neuromediators are introduced and discussed in the practical part of this thesis. There
were no serious effects of pregnanolonepyroglutamate applied repeatedly in perinatal
period on motor performance. Acute administration of the highest dose of PPG to 12-
day-old rat pups resulted in prolongation of time in surface righting and negative
geotxis tests. This data are positive for future introduction of neuroactive steroids into

pediatric practice.
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UvVoD

Téma své diplomové prace jsem si vybrala na zédkladé moznosti zapojit se do
preklinického vyzkumu nové antikonvulzivni latky, kterd ma pfinést dal$si moznost
v terapii epilepsie zejména pro détské pacienty. I kdyz se muze zdat, Ze toto téma nema
s fyzioterapii nic spole¢ného, opak je pravdou. Také v nasi profesi se mizeme setkat
s klienty s epilepsii, a proto je dobré znat komplexni ptistup a 1écbu.

Nékteré 1éky mohou ovlivnit motoriku ¢loveka, na coz musime jakozto terapeuti
myslet a umét s touto skutecnosti pracovat. To je diivod, pro¢ se ve své praci zamétuji
na zji$téni vlivu vybraného neuroaktivniho steroidu na motoriku laboratorniho potkana.
Pacientl s timto onemocnénim stale ptfibyva a bohuzel je 1 vysoké procento téch, ktefi
na farmakologickou 1é¢bu nereaguji

Brodie, Schachter a Kwan (2005) ve své praci uvadéji, ze procento
bezzachvatovosti se po uziti prvniho spravné zvoleného antiepileptika (AED) pohybuje
okolo 40 % a vice. Pouziti dvojkombinace AED je nejcastéjsi z ditvodu nedosazeni
dostatecné bezzachvatovosti monoterapii Zde ovSem nardzime na zvysené riziko
nezadoucich vedlejSich ucinkti a vzajemného ovliviiovani farmak a jejich ucinnost
kombinaci klesad na 10-15 %. Tieti AED ma Uspésnost pouze okolo 5-1 % a dale
tendence kles4 (Brodie, Schachter a Kwan, 2005; Olejskova, 2008). Z tohoto diivodu mi
prijde dilezité se zajimat také o vyzkum a alesponi malou mirou pfispét k lepsi terapii.
Samoziejm& pfanim by bylo vyvinout latku, kterd by méla v monoterapii co nejvetsi
uspéch a zaroven co nejmensi vliv na vyvoj nezaddoucich vedlejSich G€inkli mezi které
patii 1 negativni vliv na motoriku.

Teoretickd ¢ast se bude veénovat popisu epilepsie, jejim projevim a mozné
farmakologické 1écbé. Dale bude vysvétlen rozdil mezi neuroaktivnimi steroidy a
neurosteroidy a jejich mechanismus uUc¢inku. Nasledovat bude cast, ktera se bude
vénovat postnatdlnimu motorickému vyvoji laboratorniho potkana a jeho srovnani
s Clovékem. V metodické casti bude ptedstaven pribéh vyzkumu, popis vybranych
skupin potkanil a motorickych testa.

Ve specidlni ¢asti diplomové prace budou pifedstaveny metody statistického
zpracovani dat, zhodnoceni vysledkid, diskuze o dané problematice a na zavér

zhodnoceni prace.
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1 EPILEPSIE

Epilepsie je chronické onemocnéni mozku, které se manifestuje opakovanymi
epileptickymi zachvaty. Ty jsou doprovazeny pravdépodobnosti opakovani zachvati a
moznosti obecné recidivy po dvou prodélanych zachvatech. Disledkem toho
onemocnéni je zvySené riziko negativniho ovlivnéni neurologického, kognitivniho a
psychosocialniho stavu déti, coz v celkovém obraze ovliviiuje kvalitu zivota nejen
malych pacientli, ale zaroven celé rodiny vice nez samotné zachvaty (Pellock et al.,
2017; Fisher et al., 2014; Sykora, 2015).
se pouze o nozologickou jednotku, nybrz jde o onemocnéni s riiznou etiologii,
klinickym obrazem, pfibéhem a Ié€bou. Zejména détsti pacienti s epilepsii predstavuji
z klinického hlediska rizikovou skupinu. Dilezité také je, Ze nachdzime vékovée
specifické zmény v typech zachvati, coz by mohlo byt vysledkem rozdili v propojeni a
funkénosti riznych mozkovych oblasti (Pellock et al., 2017; Sykora, 2015; Baca et al.,
2011).

Muzeme rozlisit tfi zdkladni charakteristické znaky détské epilepsie:

1. vysoké Cetnost vyskytu — pfiblizné kazd¢ desaté dité¢ zazije epilepticky
zéachvat nebo zachvat, ktery epilepsii pfipomina ¢i imituje,

2. syndromologickd rozmanitost — je zndmo okolo tficeti elektroklinicky
specifickych epileptickych syndromt,

3. vyvojova dynamika — véazanost na urcit¢ vyvojové obdobi (Komarek,
2003).

Zachvaty se projevuji nédhlou, pfechodnou, stereotypni poruchou funkci mozku.
Nejcastéji se vyskytuje porucha védomi, chovani, emoci, motorickych, senzitivnich a
senzorickych funkci. Dochézi k tomu diky patologickym vybojim v mozkové kuie
(Sykora, 2015).

Na zaklad¢ klinického obrazu a EEG nélezu se zachvaty rozdéluji podle komise
International League Against Epilepsy na parcidlni, generalizované a neklasifikovatelné
(Sykora, 2015).

Prvni klinické a EEG pftiznaky parcialnich zachvatii se projevuji tak, ze vyboje

neurontll vznikaji v ur¢ité ohranicené casti mozkové klry (Sykora, 2015).
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Jako generalizované se oznacuji zachvaty, pfi kterych klinické a EEG ptiznaky
ukazuji na inicialni postizeni celého mozku, tedy obou hemisfér. Mezi generalizované
zachvaty fadime absence, myoklonické, atonické, tonické, klonické, tonicko-klonické
zéachvaty a infantilni spazmy (Sykora, 2015).

Kromé¢ EEG ndlezu je k diagnostice dulezité také zhodnoceni anamnézy,
neurologického a psychologického statusu, vysledki neurozobrazovacich vysSetieni,
veéku vzniku a ptipadné jinych znaki (Sykora, 2015).

Existuje také wvyskyt epilepsii, které nespliiuji kritéria parcidlnich ani
generalizovanych zachvatl. Ty se oznacuji jako neklasifikovatelné (Sykora, 2015).

Etiologicky se détské epilepsie odlisuji od dospélych. U dospélych se vyskytuji
nejcastéji symptomatické epilepsie (traumata, nadory, cévni onemocnéni), zatimco u
déti ptevladaji vrozené poruchy kortikalniho vyvoje (korové dysplazie), anebo
genetické mutace (zejména poruchy inotovych kanald), pfipadné perinatalni poskozeni
mozku (Komarek, 2003).

Epidemiologické studie ukazuji, Ze zachvaty a epilepsie postihuje kojence a déti
vice nez jiné v€kové skupiny. Také febrilni kiece jsou Casté s vyskytem u 2-5 % déti
celosvétové. A v neposledni fad€ také incidence status epilepticus je ve vyspélych
zemich (kde jsou spolehlivé statistické udaje) vyssi u déti nez u dospélych (Pellock et
al., 2017). Tato klinick4 data nasvédcuji tomu, Ze vyvijejici se mozek ma vyssi sklony
k tvorbé zachvati neZ mozek dospélého, coz bylo zjisténo v experimentalnim modelu u
nezralych zvitat (Pellock et al., 2017; Stafstrom et al., 1992). Vys§i schopnost nezralého
mozku generovat zachvaty vychdzi z mnoha faktorti. Nékteré bunééné a molekularni
vyvojové charakteristiky pfispivaji k nachylnosti k zachvatim nezralého mozku. AvSak
chédpani divodl pro¢ se specifické syndromy objevuji v ur€itém véku je stale limitovano
(Pellock et al., 2017).

Cetné zmény objevujici se béhem vyvoje a zrani mozku pfispivaji k relativni
nerovnovdze mezi excitanim a inhibiénim nervovym pifenosem. Mimoto samotny
porod zvySuje riziko poSkozeni mozku a nasledny rozvoj vyvojovych abnormalit mozku
nebo genové mutace projevujici se behem détstvi. Zachvaty vznikajici v raném véku
pfinadSeji podstatné nasledky pro zrani a funkce mozku. I kdyz u nezralych zvirat je
méné pravdépodobné projeveni neurondlniho postizeni a rychlé rozvinuti epilepsie
v odpovédi na poSkozeni v porovnani s dospélymi, dlouhotrvajici zachvaty u nékterych
modeld maji za nasledek zavazné mozkové postizeni doprovazené epileptogenezi a

vyskytu spontannich rekurentnich zachvatt (SRS) (Pellock et al, 2017).
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2 LATKY STEROIDNi POVAHY S VLIVEM NA NERVOVOU
TKAN

Urcité latky steroidni povahy jsou schopny regulovat neuronalni aktivitu
nongenomickou cestou, tedy piimym kladnym ¢i zapornym ovlivnénim receptorti na
membrané bunék centralniho, ale i1 periferniho nervového systému. Podle mechanizmu
vzniku mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich kategorii — exogenni steroidy
(syntetické, neuroaktivni) a endogenni steroidy (neurosteroidy) (Knytl a Mohr, 2016;
Dorda et al., 2001; Zheng, 2009).

Tyto substance jsou nezbytné pro spravné fungovani mozku a také maji
dilezitou funkci ve stresovych odpovédich. Vyzkumy dokazuji, ze tyto steroidni latky
maji obecné anxiolyticky, sedativni, antidepresivni, antikonvulzivni, a dokonce i
antipsychoticky ucinek a jejich koncentrace muze byt ovliviiovana léky podanymi
béhem terapie (Knyt a Mohr, 2016).

Ritsner a Weizman (2008) popisuji, Ze béhem poslednich let se zvySuje zajem o
zjisfovani GiGasti steroidnich latek na funkcich mozku a psychickém zdravi. U¢inky se
zkoumaji nejen z pohledu teoretického, ale zaméiuji se také na moznosti klinického a
terapeutického vyuziti. ZvySeni poctu publikaci v této problematice potvrzuje potiebu
zajimat se o tuto problematiku. Déle Ritsner a Weizman (2008) dodéavaji, ze béhem let
2000-2007 bylo publikovano nejméné 400 ¢lankl popisujicich u€inky steroidnich latek

na nervové funkce ¢loveéka, coz tento zajem potvrzuje.

2.1 Enzymy ve steroidogenezi v nervovém systému

Vsechny latky steroidni povahy jsou tvofeny v lidském téle z cholesterolu. Zdroj
cholesterolu v mozku vznika syntézou de novo. Enzymy, které vytvafi steroidy, jsou
lokalizované na specifickych bunikiach v nervovém systému a zahrnuji dva proteiny,
které spousti steroidogenezi jsou cytochrom P450scc a steroidogenni akutni regulacni
protein (StAR). Pfitomnost P450scc zna¢i mista schopnd syntetizovat steroidy (King,
2013).

Prvni krok pfi hormondlni a rychlost limitujici regulaci syntézy vSech
steroidnich hormont je pfeména cholesterolu na pregnenolon (PREG). Tato reakce je
vyvolana mitochondridlnim enzymem P450scc, ktery odSté€puje postranni fetézec (side -

chain cleavage). Pfeména cholesterolu na PREG zahrnuje tfi chemické reakce - 20a
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hydroxylaci, 22 hydroxylaci a §tépeni C20-C22 uhlikové vazby. Substrat cholesterolu je
pfivadén k P450scc z vnéjSi mitochondridlni membrany pfes aktivitu StAR. Tudiz
exprese StAR znaci mista s probihajici steroidni syntézou. Produkty téchto reakci jsou
pregnenolon a kyselina kapronova. Proteinové ¢isténi a klonovani komplementarni
DNA (cDNA) ukazalo, ze jen jediny protein je zodpovédny za tyto reakce a Ze tento
stejny protein se nachdzi ve vSech steroidogennich tkanich, véetné mozku. Eliminace
P450scc nebo StAR mé za nasledek extrémni ubytek steroidi (Baulieu et al., 1999;
King, 2013).

Enzym P450scc, ktery limituje rychlost steroidogeneze patii mezi nejpomalejsi
znamé enzymy s rychlosti Vmax = 1 mol cholesterolu/mol enzymu. Nejpomalejsi fazi
této reakce je nejspis prichod cholesterolu do mitochondrie a vazba na aktivni misto

P450scc (Baulieu et al., 1999).

Chaolesteral

€
pragnenclon 4 pregnenclon -sulfat
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3o, 5B=-THP
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A

3a,5p-THDOC aldosteron kortisol

Obrazek 1: Zjednodusené znazornéni steroidogeneze (Knytl a Mohr, 2016)

2.2 Reakce latek steroidni povahy s vlivem na nervovou tkan na

receptorech

2.2.1 GABA receptory

Jednim z vyuzivanych krokli pro antiepileptickou a antikonvulzivni 1écbu je
zesileni ucinnosti GABAergniho syst¢tmu. GABA (gamaamino maselnd kyselina) je
neproteinogenni aminokyselina a hlavni inhibi¢ni neurotransmitter ve zralém nervovém
systtmu (Farrant a Kaila, 2007). Plsobi zejména na ionotropnich GABA-A a

metabotropnich GABA-B receptorech, kde inhibuje postsynaptické neurony
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hyperpolarizaci membrany, anebo zvySenim membranové vodivosti, a tim sniZuje
excitacni vstupy (Farrant a Kaila, 2007; Sharopov et al., 2019).

Antiepileptika ovliviiuji GABAergni systém inhibici zpétného vychytavani nebo
degradaci GABA aktivaci GABA-A receptori, nebo se chovaji jako pozitivni
modulatory GABA-A receptorti (Rho a Sankar, 1999). Pozitivni modulace GABA-A
receptort je také zprosttedkovana neurosteroidy (Farrant a Kaila, 2007; Carver a Reddy,
2013; Sharopov et al., 2019).

GABA-A receptory jsou heteropentamerické, chloridové iontové kanaly slozené
z 5 podjednotek — 2 a, 2 B a jeden o, v, 0, p, ® nebo €. Slozeni podjednotek udava
biofyzikalni a farmakologické vlastnosti receptoru stejné jako jeho subcellularni
exprese. Piikladem miiZze byt tendence piitomnosti y podjednotky GABA-A receptoru
k zprostfedkovani fazického toku a jeji pfitomnost na synapsi. Zatim co & obsahujici
podjednotku GABA-A receptory maji tendenci zprostfedkovat tonicky tok a jeji
ptitomnost extrasynapticky (Hammond et al, 2017).

2.2.2 Glycinové receptory

Na vazebna mista pro glycin a glutamat se vazi kompetitivni antagonist¢ NMDA
receptord, kde tedy zabraiiuji vazbé agonisti. Typickym znakem je snizeni inhibi¢ni
funkce se zvySenou koncentraci agonisti (Kemp et al, 1988; Birch et al, 1988).
Plsobeni jednotlivych neurosteroidii na receptorech je dano jejich individudlnim
podjednotkovym sloZenim. Napftiklad allopregnanolon a pregnenolon zesiluji tok al
glycinového receptoru. Pregnenolon nemé efekt na o2. Progesteron inhibuje sice
rekombinantni o2, ale nemd efekt na potenciaci glycinové indukce receptorii
obsahujicich al podjednotku vyskytujici se u lidskych embryonalnich ledvinnych bunék
(HEK293). Estradiol inhibuje receptory obsahujici 02 a a2, zatimco pfitomnost al
vede k necitlivosti na steroidy. DHEA-S inhibuje al a a2 receptory na niz8i koncentraci
nez 04. TudiZz zmény v uspotfadani podjednotek vyskytujici se s vyvojem, upravuji efekt
neurosteroidi na glycinové receptory (King, 2013).

Glycinové navozeny tok je zesileny koncentraci allopregnanolonu (ALLO) pfi
hodnoté¢ 1 umol/l a nizs§i. Progesteron, estradiol a pregnanolon naopak plsobi proti
aktivaci glycinové propustnych chloridovych kanali. Pregnenolon sulfat a DHEA-S
(dehydroepiandrosteron sulfat) patii mezi silngj$i inhibitory. Mechanismus, kterym
k tomu dochdzi, je mezi steroidy rozdilny. Progesteron je caste¢ny nekompetitivni

antagonista, zatimco pregnenolon sulfat a pregnanolon kompetitivné inhibuji aktivaci
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glycinovych receptorii. Estradiol inhibuje receptor na oddéleném misté od pregnanolonu
na mikromolarni trovni. Oba steroidy aditivné redukuji glycinové evokovany tok iontl

(King, 2013).

2.2.3 Glutamatové receptory

Nekteré neurosteroidy mohou modulovat glutamatové receptory typu NMDA
(N-methyl-D-asparat). NMDA receptory obsahuji alespoit dvé odliSnd mista pro
modulaci neurosteroidii. Jedno z nich zprostiedkovava efekt pozitivnich modulatora,
zatimco druhé negativnich. Efekt sulfatovych neurosteroidu jako pregnanolon sulfatu
(PS) a DHEA-S byl popsan jako silny allostericky antagonisticky na receptorovy
komplex NMDA. Vseobecné je pro dosazeni aktivity NMDA receptor-
zprostfedkovaného toku nezbytnd mikromolarni koncentrace PS a DHEA-S. PS je
schopen  zesilovat NMDA  zprostfedkovanou odpovéd, podle hodnoceni
neurofyziologického zdznamu nebo méfeni NMDA  zplsobenym  zvySeni
intracelularniho Ca2+ v kultivovanych neuronech (Reddy, 2010).

Receptory ze skupiny o byly puvodné identifikovany na zakladé funkce, ne
homologie, jako podtyp opioidniho receptoru s antidepresivnim ucinkem. Tyto
intracelularni receptory prevadéji signal ptes fyzikdlni interakci s ostatnimi proteiny,
jako napftiklad iontovymi kanaly (King, 2013).

Farmakologické studie ukazuji, Ze neurosteroidy jako pregnenolon, DHEA-S a
PS spolupracuji s opioidnimi o receptory. Jednd se o urcitou skupinu receptori
obsazenou ve vysoké hustot¢ v mozku (Reddy, 2010). Jednim z nejlépe popsanych
subtyptll je receptor cl. Steroidy vyuzivaji ol k modulaci NMDA receptordt. DHEA
(dehydroepiandrosteron) ptsobenim na ol receptory zvySuje NMDA navozenou
excitaci potkanich CA3 (oblast hippocampu) pyramidovych neuronti. V hipokampalnich
oddilech, 30 nanomol/l DHEA-S taktéZ potencuje uvolnéni norepinefrinu

stimulovaného NMDA (King, 2013).

2.3 Endogenni steroidy

Tato skupina je charakteristicka tim, Ze se jedna o steroidy pfirozené vznikajici a
pusobici v lidském téle. Endogenni steroidy se dé€li dale na hormondlni steroidy (vznik
v endokrinnich zlazach) a neurosteroidy (vznik v nervové tkani) (Knytl a Mohr, 2016;

Zheng, 2009).
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Hormonalni steroidy jsou latky vznikajici v perifernich endokrinnich zladzach a do
nervového systému a zejména mozku se dostavaji krvi ptes hematoencefalickou bariéru
diky své lipofilni povaze. Zastupci této skupiny jsou zejména estradiol, progesteron,
testosteron, glukokortikoidy a DEHA (dehydroepiandrosteron) (Zhneg, 2009). Bézna
aktivita téchto steroidd je zprostfedkovéana jejich vazbou na intracelularni receptory,
které po translokaci komplexu steroidni hormon-receptor do jadra ovliviiuji genovou
transkripci. Coz ma za nasledek charakteristicky rys dlouhodobého ptisobeni (hodiny az
dny), ktery je potiebny k vyvolani u¢inku (Dorda et al., 2001).

Neurosteroidy syntetizované piimo v nervové soustavé predstavuje napiiklad
pregnenolon, allopregnanolon a pregnenolon sulfat (Zheng, 2009). Jejich ptisobeni
v centralnim nervovém systému (CNS) dané vazbou na membranové receptory je na
rozdil od hormondlnich steroidii velice rychlé, obecné okolo milisekund az sekund
(Dorda et al., 2001).

Cirkulujici steroidni hormony slouzi jako prekurzory pro syntézu neurosteroidi,
které jsou lokéaln¢ produkovany v hippocampu a dalSich strukturdch mozku (Baulie et
al., 1999; Reddy, 2010).

Vyskytuji se bud’ volng, nebo ve vazbé. Koncentrace v mozku mize byt o mnoho
vy$$i nez v krevnim fecisti, kdy hladina pregnenolonu je 5x, dihydrotestosteronu (DHT)
10x a allopregnanolonu 50x vys$$i neZ v plazmé a hladina DEHA-S odhadovéana na
skoro 20x vys§i. MnoZstvi neurosteroidi se také 1i8i pfitomnosti v urcitych oblastech.
Naptiklad hladiny allopregnanolonu jsou o 75 % vyss$i v ocnim bulbu nez v hippocampu
potkani po adrenalektomii a gonadektomii. Jejich syntéza je evolu¢n¢ zachovéana u
vSech obratlovcl v nervovém systému. Neurosteoidy jsou tedy schopny regulovat
funkce CNS ptes bunécnou specificitu nedosaZitelnou perifernimi steroidy (King,

2013).

2.3.1 Allopregnanolon

Allopregnanolon patfi mezi typické zastupce neurosteroidii. Jedna se o jeden
z nejdilezitéjSich neurosteroidi vyskytujicich se v mozku, jenz se podili na modulaci
osy neuroendokrinni, dale modulaci stresu a kognitivnich funkci. Je metabolitem
progesteronu, jeho hlavnim zdrojem jsou gonady a kiira nadledvin, mensi mife je tvoien
pfimo v CNS. Piisobi na pozitivni modulaci GABA-A receptorii a ucinky jsou tedy

zejména anxiolytické, sedativni a anestetické. Dale je také vyznamnd jeho
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antikonvulzivni slozka, ktera byla prokazana studiemi u mnoha animalnich modelt
(Mares et al. 2006; Zheng, 2009; Dhir a Chopra, 2015; Starka a Duskova, 2015).

Allopregnanolon  (3a,5a-tetrahydroprogesteron) je  endogenni  metabolit
syntetizovany z progesteronu enzymem Sa reduktdzou a 3a-hydroxysteroid
dehydrogendzou (3a HSD). Pozitivn¢ allostericky moduluje receptor gama-
aminomaselné kyseliny typu A (GABA-A receptor), ¢imz dochazi k zvysené
propustnosti CI” ionti do bun¢k indukovanych gama-aminomaselnou kyselinou.
Allopregnanolon v nizkych (nanomolarnich) koncentracich potencuje efekt gama-
aminomaselné kyseliny (GABA) na GABA-A receptorech, pfiCemz na vysSich
koncentracich pfimo aktivuje tyto receptory (Hamond et al., 2017; Dhir a Chopra, 2015;
Reddy, 2010; Bi¢ikova a Hampl, 2007).

Dulezitou funkci je vazba na ur€ité misto na a podjednotce a také na rozhrani o/
podjednotky GABA-A receptoru. Jelikoz nevyzaduje pro vazbu y podjednotku, byl
tento neurosteroid in vitro prokazan jako moduldtor mnoha typt GABA receptora.
Vyznamny je také jeho vliv jak na synaptické tak i extrasynaptické GABA-A receptory
a potenciace obou fazickych a tonickych GABA tokt (Hammond et al., 2017).

Experimenty na zvifatech prokazaly, Ze plazmatické koncentrace napiiklad
allopregnanolonu se pfi akutnim stresu zvySuji, zatimco snizena hladina steroidu se
objevuje pii dlouhodobém stresu. Na vysledném efektu stavu jedince se podili
rovnovaha mezi ,,antikonvulzivnimi® (napf. allopregnanolon) a ,,prokonvulzivnimi*

steroidy (napft. pregnenolon sulfat) (Bi¢ikova a Hampl, 2007).

HO™™

Obrazek 2: Struktura allopregnanolonu (Dorda, 2001)

2.4 Exogenni steroidy

Jedna se o latky, které maji podobné UcCinky jako neurosteroidy, ale nevznikaji
pfimo v lidském téle. Jde o syntetické analogy pfirozenych neurosteroidi, které mayji
vyhodnéjsi ucinky, zejména diky delSimu polocasu rozpadu. V literatufe je najdeme pod

nazvem neuroaktivni steroidy (Dorda et al., 2001).
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2.4.1 Pregnanolon glutamdt

3a5B-pregnanolon glutaméat (PG) je zastupce syntetického analogu pfirozené se
vyskytujictho 3a5B-pregnanolon sulfatu (PS). PS inhibuje aktivitu NMDA receptord
v zavislosti na zpusobu pouziti, a tak by mohl byt spolu s dalSimi sulfatovymi
neurosteroidy a jejich analogy slibnou latkou v terapii onemocnéni CNS. Nicmén¢
enzymy nepietrzit¢ udrzuji pomér mezi 3-hydroxy- neurosteroidy a jejich sulfatovymi
estery v mozku. Mimoto PS nedostate¢n¢ prochdzi hematoencefalickou bariérou
z davodi ionizace molekuly na fyziologickém pH (Rambousek et al., 2011; KleteCkova
et al., 2014).

Proto se zacalo s vyzkumem a testovanim novych antagonistii NMDA receptort,
jako je pravé PG, ktery by mél byt navic odolny vici sulfohydrolazové aktivité. Aktivita
tohoto enzymu totiz hydrolyzuje sulfitovou skupinu na tfetim uhlikatém misté
(Rambousek et al., 2011).

Ptednostné inhibuje tonicky aktivované NMDA receptory, které jsou zaclenény
do excitotoxické aktivity glutamatu. Vysledky ukazuji, ze aktivita derivatu
pregnanolonu je nezavisld na bunééném membranovém potencialu oproti blokatorim
iontovych kanalit NMDA receptort, jako MK-801. Vazba PG na jeho inhibi¢ni misto je
podminéno aktivaci NMDA receptorii. Podani PG nema Zadné vyrazné behavioralni
vedlej$i u¢inky a mutze snadno piechdzet z krve do mozku. S minimem vedlejSich
ucinkt a vice benefity by mohl byt slibnym preparatem pro budouci terapeutické vyuziti

(Kleteckova et al., 2014).

2.5 DalSi ucinky latek steroidni povahy na organismus

Jak jiz bylo popsdno vysSe, zminované steroidni latky maji nejen anxiolyticky
efekt, ale vyuzivaji se 1 pro své dalsi ucinky, jako naptiklad sedativni, antidepresivni 1
antipsychoticky uc¢inek (Knytl a Mohr, 2016). Tudiz se vyuzivaji ve velké Skale
1écebnych obort.

Pro ptiklad byl vybran efekt pro ovlivnéni nalad a paméti.

2.5.1 Ovlivnéni nalad

Deprese a uzkost Casto postihuje zeny ve spojitosti s reprodukénimi zménami
jako naptiklad obdobi menarche, premenstrudlni faze, post-partum a faze
perimenopauzy. Vyznamnym piikladem interakce mezi naladou, latkami steroidni

povahy a GABA systémem je premenstruacni dysforicka porucha (PMDD). Zéavazné

20



Diplomova prace Ucinky neuroaktivniho steroidu na motoriku
mladat laboratorniho potkana

negativni premenstruacni poruchy nalad se objevuji u 3-8 % Zen (Ritsner a Weizman,
2008).

Pohlavni a stresové hormony jsou metabolizovany na neurosteroidy s pozitivnim
vlivem na mozkové funkce jako pozitivni modulatory GABA-A receptorii. Prikladem
neurosteroidu vznikajiciho z progesteronu je allopregnanolon a jiné GABA-steroidy,
které jsou produkovany v mozkové tkani vlivem nadledvin pfi stresu a z vajecniki
béhem menstruacniho cyklu. Animalni a lidské studie ukazuji, Ze benzodiazepiny,
barbituraty, alkohol a allopregnanolon maji dvoji efekt na chovani (Ritsner a Weizman,
2008).

Ve vysokych dévkach nebo koncentracich pozitivni modulatory GABA-A
receptorll pisobi na CNS sedativng, anesteticky a anxiolyticky. KdeZto v urcitych
individudlné nizkych koncentracich zptisobuji vazné uzkosti, podrazdénost, agresivitu a
depresivni nalady u 3-6 % jedinci. Nizké koncentrace GABA-steroidii nachézime
endogenné béhem lutedlni faze a vyvolavaji nepfiznivé emocni reakce. U zen s PMDD a
PMS tento paradoxni efekt neurosteroidii nejspiS vyvolava negativni symptomy nalady
jako napéti, podrazdénost a deprese. Mechanismus tohoto negativniho efektu se nazyva
disinhibice, kterd dohromady pusobi s vyvojem tolerance vlivem aktivnich latek na
GABAA receptorech. Efektivni 1écba zahrnuje inhibici produkce ovaridlniho steroidu

nebo zménu reakce CNS na latky steroidni povahy (Ritsner a Weizman, 2008).

2.5.2 Ovlivnéni paméti

Akutni [é¢ba pregnenolon sulfatem, jehoZ funkce jako allosterického modulatoru
NMDA receptorti je znama, byla spojena se zlepSenim uceni a pamét'ovych funkci. Bez
pregnenolonem. Nicméné efekty zlepSeni kognice pregnenolon sulfitem jsou u
zdravych jedinc nepravdépodobné, protoZe jeho akutni podani a dalSich GABA-
ergnich modulacnich neurosteroidli zdravému jedinci snizuji funkce paméti a uceni
podobnym zplisobem jako u aplikace benzodiazepini. Naopak allopregnanolon by mohl
mit vliv na funkci pregnenolonu, kterou pozorujeme u pacientt se schizofrenii a dal§imi
neuropsychiatrickymi a neurologickymi poruchy, pii kterych dochédzi k dysregulaci

aktivity neurdlni sit¢ (Ratner et al., 2019).
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3 POSTNATALNI MOTORICKY VYVOJ LABORATORNIHO

POTKANA

3.1 Obecné informace

Potkani  jsou  anatomicky, farmakologicky a  elektrofyziologicky
nejprozkoumanéjsi a nejznaméjsi zvirata v porovnani s ostatnimi savci. Je odhadovano,
ze 90-95 % zvitat vyuzivanych v biomedicinském vyzkumu tvoii mysi a potkani, tudiz
jejich role v podpote zdravi jak lidi, tak zvirat je zasadni. Jejich vyznam pro védu je
zalozen na skutecnosti, ze svoji fyziologii a genetikou jsou velmi blizci ¢lovéku. Podle
National Institute of Health jsou potkani jedni z nejvyznamnéjSich animalnich modelt
pro studium fyziologickych procesti a ziskané poznatky je mozno implementovat
prakticky na vSechny organové systémy v téle Clovéka. To nam poskytuje velké
mnozstvi fyziologickych dat (Clarac et al., 1998; Suckow, Weisbroth, Franklin, 2005)

Dale bylo zjisténo, ze nékteré druhy potkanti jsou vhodnéjsi pro zkoumani
patofyziologie urcitych lidskych nemocich, nez ostatni laboratorni zvifata. Diky
kratkému Zivotnimu obdobi, kdy primérné 35. postnatalni den (P35) zacind puberta,
kterda konci v 50. postnatalnim dni, mohou hodnotné¢ pfispivat také k vyvojovym
studiim. Potkani jsou déale vyznamni pro studium naptiklad zavislosti, rakoviny, mi$nich
poskozeni, kardiovaskuldrnich chorob, Alzheimerovy choroby, spontidnniho diabetu,
artr6z a samoziejmé& také pro vyzkum epilepsie. Sekvence potkaniho genomu je
odhadovana na 3 miliardy bazi, coz je co do poctu podobné¢ jako u Cloveka. Tato
skuteCnost zvysila ptinos potkantl pii studiu chorob s genetickym podkladem a také k
vyuziti srovnavacich pfistupli k lepSimu porozuméni mechanismu lidského genomu

(Suckow, Weisbroth, Franklin, 2005; Clarac et al., 1998).

3.2 Porovnani vyvoje ¢lovéka a potkana

Nekteti obratlovei jsou jiz brzy po narozeni schopni chiize a b&hu, zatimco
ostatni se rodi nezrali. Lidé i potkani patii do skupiny, ve které se potomci rodi
s nezralym CNS. Postupné vlivem druhové specifickych geneticky determinovanych
vzorci dochéazi k rozvoji motorickych, senzorickych a senzitivnich funkci a reflext

(Vinay et al., 2002; Vojta a Peters, 1995).
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Diplomova prace

Na prvni pohled se mlze zdat, Ze vyvoj ¢loveka a potkana je naprosto odlisny.
To je zejména zpiisobeno velkym rozdilem v délce prenatdlniho obdobi, které u lidi trva
9 mésicu (270 dni) a dospélost je dosazena okolo 20. roku zivota, zatimco potkani
embryonalni vyvoj trva 3 tydny (embryonalni faze EO-E21) a dospélosti dosahuji okolo
60. dne po narozeni (Vinay et al., 2005; Clarac et al., 1998; Altman a Sudarshan, 1975).

Navzdory témto skute¢nostem nachazime napadné podobnosti mezi lidskym a
potkanim motorickym vyvojem na casové ose, kdyz vezmeme v tivahu, ze jeden potkani
den koresponduje ve vyvoji piiblizn€¢ s jednim lidskym meésicem. Z motorického
hlediska jsou oba druhy pfi narozeni velmi nezrali. Déle také jejich spoleénym znakem

je kranio-kaudalni vyvoj (Vinay et al., 2005).
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Obrazek 3: Vztah mezi vyvojem ¢lovéka a potkana (Vinay et al., 2005)

3.3 Vyvoj lokomoce laboratorniho potkana

Vyvoj motorického chovani obecné je vysledkem kombinace komplexu
genetickych a environmentalnich faktor. Ontogeneze jako takova obsahuje urcita
pifedem dana C¢asova obdobi, béhem kterych CNS postupné zraje. Modifikace vyvoje je
nejcastéji pozorovana na Urovni anatomické (rist axonl a dendritli, formovani synapsi,
apoptoza), neurochemické (receptory, iontové kandly) a metabolické (vliv hormont,

chemickeé sloZeni cerebrospinalniho moku). Tyto modifikace koresponduji s nékterymi
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pfechodnymi fazemi a ty jsou dilezité pro dosazeni lepSiho pochopeni vyvoje CNS
(Clarac et al., 1998).

Potkani se rodi ve velmi nezralém stavu, v hnizd¢ je jejich hlavni aktivitou
spanek, nebo vyhledani matky pro krmeni mateiskym mlékem. Novorozeny potkan méa
extendované koncetiny mirné vzdalené od hlavni osy téla, hlava lezi volné na podlozce.
Nicmén¢ mizeme zaznamenat urCité lateradlni pohyby, a kdyz je potkan polozen na
zadech je schopen se otocit zpét na biicho. Druhy postnatalni den (P2) je mlad¢ potkana
schopno provadét lehké pivotovani a zvedani hlavy od podlozky v pronac¢ni poloze, coz
pfiblizné koresponduje se tfetim mésicem véku ditéte. BEhem prvniho tydne zivota jsou
schopni pohybovat zejména horni ¢asti téla — objevuje se zde elevace ramen (P5), coz je
spojeno se zranim funkce ptednich koncetin, které se postupné dostavaji pod télo, aby
podpofily vzptimeni pfedni ¢asti téla. Poté se potkani mlad¢ zacind lehce plazit pouze
pomoci piednich koncetin. Zadni koncetiny nejsou v obdobi prvniho tydne Zzivota
potkant schopny jesté vzptimit panev nad podlozku (Clarac et al., 1998; Gramsbergen,
1998; Vinay et al., 2005).

Ditlezitou a bedlivé sledovanou slozkou vyvoje je lokomoce. Ta muze byt
rozdélena na dvé slozky. Fazickd komponenta lokomoce je zodpovédna za rytmicky se
stiidajici kontrakci svali koncetin a trupu. K tomu dochazi zejména impulzy vychazejici
z centralnich generatori vzort (central pattern generators — CPGs) v patefni miSe
(Vinay et al., 2005).

Tonicka slozka pohybu v prostoru je spojena s tonusem posturalnich svald. To je
podminkou pro lokomoci ventralni ¢ast téla nad povrchem podlozky (lezeni x chiize).
Né&kolik pozorovani popisuje funkénost dynamické slozky (CPGs) jiZ pfi narozeni.
Oproti tomu tonické slozka je pfi narozeni nevyvinutd. Signifikantni vyvoj posturdlni
kontroly probih4 zejména béhem prvniho postnatalniho tydne. Toto vyzravani je zavislé
na maturaci mnoha dalSich systéml, jako naptiklad muskulo-skeletalniho,
senzomotorickych drah, vy$Sich mozkovych center, descendentnich misnich drah a
ascendentnich traktli pfevadéjicich senzorické informace a eferentni kopie signalt do
supraspindlnich jader (Vinay et al., 2005).

Druhy tyden Zivota se objevuje prvni vzpiimeni v panevni oblasti a od P10 se
poprvé piidava funkce prstct a distalnich ¢asti koncetin. Zaroven jsou mlad’ata schopna
zaujmout vzpiimenou quadrupedalni polohu, kdy je bficho neseno nad podlozkou.
V této period¢ dochazi k akceleraci dozravani funkce zadnich koncetin. Mezi P12-13 se

objevuje prvni chiize. Podobné¢ déti zacinaji s chlizi okolo konce prvniho roku zivota. Ze
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zacatku chodi pomalu a zejména ndpadnd v druhém tydnu Zivota je pfitomnost zevni
rotace zadnich koncetin béhem krokového cyklu. Pietrvava nedostate¢na kontrola trupu
pii lokomoci. Trup se postupné aktivné podili na lokomoci rytmickym zakiivovanim
pateie. Od P14 zacina pohyb ve vertikdlni roving, a také sezeni na zadnich koncetinach,
kdy jsou ptedni koncetiny vyuzity pro manipulaci. Po P15 jsou vSechny komplexni
reakce plynulé a u¢inné, zaroven se vyznamné zvySuje jejich rychlost a zadni koncetiny
zustavaji v addukci béhem stojné faze kroku (Clarac et al., 1998; Gramsbergen, 1998;
Vinay et al., 2005).

Pohyby hlavy pted P15 jsou provadény pouze ve statickych polohach, ale po
dosazeni tohoto véku mohou prozkoumévat prostiedi i pohyby hlavy béhem chiize. Tato
proména v motorickém chovani je spojena se zménami EMG vzorl extenzort zadnich
koncetin — musculus (m.) gastrocnemius, m. soleus a jejich antagonista m. tibialis
anterior. Do P14 se zapojovani téchto svalti znacné 1i§i vzhledem ke krokovému cyklu.
Ovsem od P16 se vyviji zvySovani piesnosti recipro¢ni aktivace extenzoru a flexort
v souvislosti s krokovym cyklem. Pro testovdni ontogeneze lokomoce se zkoumd
n¢kolik komplexnich motorickych vzort — jako naptiklad chlize po otacivé ty¢i, chozeni
nahoru a dolu po Zebtiku a Splhani po lané (Gramsbergen, 1998).

Postura se vyviji a ptizptsobuje nejvice v prvnich dvou tydnech zivota, po jeji
uplné maturaci je mozno vyuzit i dynamickou stranku pohybu a to koresponduje
s uplnym dozravanim senzorickych receptorii. Coz napiiklad poukazuje na fakt, Ze
lokomoce zac¢ina byt efektivni, az kdyz zvitata oteviou o¢i (Gramsbergen, 1998).

Harmonogram vyvoje motorickych funkei novorozenych potkani nas odkazuje
na soubor studii, které zaznamendvaly spontinni aktivitu mlad’at umisténych
v neutralnim prostfedi (openfield, koridor) po n€¢kolik minut. Na zéklad€ potizenych dat
doSlo k potvrzeni progresivniho vyvoje motorické kapacity s anterio-posteriornim a
proximo-distalnim gradientem (Jamon, 2006).

Autoti rozliSuji tfi fadze motorické ontogeneze. Jako prvni brzké postnatalni
obdobi do P4-5, kdy se vyskytovalo pouze zvedani hlavy a saci pohyby. Od P6 do P12-
13 pozoroval schopnost zvednout ventralni ¢ast t€la od podlozky béhem provedeni par
krokt. Tteti periodu od P16 definoval jako obdobi komplexnich motorickych vzora jako
je lokomoce, stavéni na zadni a péce o srst, coz charakterizuje dospé€lost a plynulost

téchto vzort (Jamon, 2006).
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3.4 Vyvoj senzorickych funkci laboratorniho potkana

Anatomické a fyziologické studie provadéné na misnich animalnich modelech
piinesly poznatky o zavislosti vyvoje senzorického 1 motorického systému. Studovany
byly zejména drahy monosynaptického napiaciho reflexu (Clarac et al., 1998).

V disledku adaptace na suchozemské prostiedi se musi quadrupedi a bidepalové
vyporadat pii lokomoci s problémem gravitace. Dva hlavni senzorické systémy jsou
v ptimé zavislosti na gravitanich sildch — vestibularni a somatosenzoricky. Tyto
systémy jsou béhem ontogeneze nezralé, coz Casto vede k neefektivni nebo netplné
koordinaci téla pii pohybu. Jak jiz bylo popsano vyse, mlad’ata potkani se rodi slepa a
hlucha. I ostatni senzorické systémy jsou nezralé i ptes to, ze je maji navadét k nalezeni
matky (Clarac et al., 1998 Jacobson, 1991).

Informace z vestibularniho aparatu jsou schopny regulovat posturu na urovni
vestibularnich jader, dale jsou integrovany se zrakovymi a proprioreceptivnimi vjemy
k vytvofeni trojrozmérné reprezentace pohybu hlavy a trupu v prostoru stejné jako u
clovéka (Clarac et al., 1998; Jacobson, 1991). Vyvoj vestibularniho systému dale
zahrnuje senzorické receptory, vestibularni jadra a jejich aferentni a eferentni drahy
(Clarac et al., 1998).

Invaginace otické membrany nastdva osmy embryonalni den (E8), otocysty se
formuji od E9 a endolymfaticky ductus je viditelny od E10. Diferenciace neuroepithelia
za¢ind od E12-13 a jednotlivé cristae ampullares a maculae utriculi a sacculi mohou byt
rozpoznany od E14. Terminalni déleni vlaskovych bunék se vyskytuje od E14 do P2
s maximem v E17. Prvni aferentni a eferentni nervova zakonceni jsou identifikovana
v tomto pofadi od E17 a E18. Morfologicka diferenciace na typ I a II vlaskovych bun&k
za¢ina od E19. RozliSeni neuroni vestibularnich jader mezi E11 a E15 nasleduje latero-
medialni a kranio-kaudalni gradient vyvoje. Vyvoj téchto jader je nejspis spojen s jejich
relativné dilezitou roli v pribéhu prvnich dnl zivota. Lateralni jadro, které se ucastni
posturalni stabilizace pii narozeni, dozrava diive nez nuclei medialis et superior. Ty se
naopak zapojuji pii stabilizaci pohledu, kdy se tato funkce objevuje o dva tydny pozdé&ji
(Clarac et al., 1998).

Funk¢né je vestibularni stimulace efektivni od P1. I pies to Ze jsou oba typy
vlaskovych bun€k zralé jiz na konci prvniho postnatalniho tydne, jejich konecna
maturace s plné¢ vyvinutou eferentni inervaci vyzaduje dalsi 2-3 tydny po narozeni.

Béhem této faze se objevuji dvé hlavni vyvojové zmeény — zvyseni poctu synaptickych
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tél a synapsi mezi vlaskovymi buitkkami a aferentnimi nervy a dozravani transdukénich
mechanismi v souvislosti s vyvojem napétové fizenych iontovych kanalt (Clarac et al.,
1998).

Funkce sluchového organu zacind byt ucinna od P13, do t¢ doby jsou mlad’ata
funkéné hlucha. Ve své studii z roku 1964 uvadi Bolles a Woods poznatky, ze v tento
den se poprvé objevuje u potkanii ulekova reakce (nejcastéji projevena typickym
poskokem do vysky ne€kolik milimetr), ktera je bézné vyvolana zvukovym cvaknutim.
Béhem P13 tento zvuk zptisobi tlekovou reakci téméf u vSech potkant, zatimco béhem
P12 nebyla zaznamenéana zadné reakce. Od tohoto dne az do doby odstaveni od kojeni,
zvukovy klik vyvold tlek bez ohledu na to, jestli zvifata spi nebo ne, s lehkymi
odchylkami patrnymi v prahu nebo razanci reakce. To je rozdilné od reakce matek,
které vykazuji na podnét o vyssi intenzit€¢ béhem spanku stejnou reakci, zarovein mohou
zvukovy podnét ignorovat, nebo se podle né¢j orientovat bez vzniku tulekové reakce
v bdélém stavu. Od P19 je nékdy mozné vyvolat orientaci u mladych potkanti i pomoci
zvukl vytvofenych mimo klec. Po skonceni kojeni, tedy od P21, se zafind zvySovat
jejich citlivost na zvuky mimo klec a vytvari se $irsi Skala reakei na hluk. Naptiklad se
uvadi ztuhnuti, pfiblizeni se ke zdroji zvuku a $plhani po stén¢ klece spojené s vétfenim
(Bolles a Woods, 1964).

Dalsi senzoricky systém dilleZity jiz pfi narozeni je ¢ich. V prvnich dnech Zivota,
kdy zrak neni jesté pln€ vyvinut pro orientaci, vyuZivaji potkani pro orientaci zejména
¢ichovych podnétii, jak bylo nazorné¢ demonstrovano Leonem (1987,1992), ktery
zkoumal tyto reakce od P2 a dale. Pii narozeni se receptorové bunky (granularni a
mitralni buiiky) a jejich axony nachézeji v ¢ichovém bulbu. Aferentni olfaktoricky
systém 1 pfes to, Ze neni plné zraly, se zd4d byt nejvice funkéni jiz pfi narozeni —
receptorové synapse mohou byt aktivni a schopny poslat informace do ¢ichového
kortexu. Hlavnim rozdilem mezi novorozenymi a dospélymi potkany je nedostatek
granularnich bunck tvoficich synapse s mitralnimi bunikami. Bez granuldrnich bungk,
které zprostfedkovavaji mitralni inhibici, by mlad’ata nebyla schopna piesného rozliseni
pachu, jez vyzaduje laterdlni inhibici. Absence v rozliSeni mezi riznymi matefskymi
podestylkami by mohla byt zpiisobena nezralosti organismu (Fady, nepublikované
vysledky) (Clarac et al., 1998).

Oc¢i se zac€inaji u nékterych potkant otevirat od P14 a az do P18 nejsou uplné
rozeviené. U mlad’at kmene Wistar ve Fyziologickém ustavu AV CR se vi¢ka rozlepuji

13-14.den. Tomu piedchazi orientacni reakce, jakoby se zvife divalo na véci. Tato
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reakce zahrnuje natahovani krku a n¢kdy vétfeni, coz se stdva bézné po otevieni oci.
Jakkoli se miize zdat nepravdépodobné, ze tato reakce zavisi na vizudlni stimulaci,
vyskytuje se, 1 kdyZz jsou oc€ni Stérbiny tésné zavieny (objevuje se i u potkant
rozliSujicich jenom svétlo a tmu). Nestastnym faktem je, Zze se zd4, Ze mimo
diskriminacéni test se neda zjistit, na co nebo jestli vilbec se na néco divaji (Bolles a

Woods, 1964).
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Obrazek 4: Ontogenze ucha a sluchového organu od prenatalniho obdobi (Vinay et al. 2005)
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4 CILE AHYPOTEZY

Cilem diplomové prace bylo zjisténi vlivu nového neuroaktivniho steroidu
pregnanolonpyroglutamatu na motoriku mlad’at laboratorniho potkana pomoci
vybranych motorickych testd v zdvislosti na véku zvifat. Testovany byly jak
kratkodobé, tak i dlouhodobé vlivy. U dlouhodobych ucinki bylo tendenci navic zjistit
mozny vliv testované latky na anxietu a kratkodobou a dlouhodobou pamét’. Porovnany
byly mezi sebou jak jednotlivé vékové, tak i davkové skupiny.

Hypotéza 1
Ho: motorika se v jednotlivych vékovych skupinach signifikantné nemeéni.

Ha: motorika se v jednotlivych v€kovych skupinach signifikantné méni.

Hypotéza 2
Ho: motorika potkanti se po podani testované latky oproti kontrolni skupiné
signifikantné neméni.

Ha: motorika potkanli se po podéani testované latky oproti kontrolni skupiné
signifikantné méni alespon v jednom motorickém testu.

Hypotéza 3
Ho: opakované podéani v casném vyvojovém obdobi neovlivni dal§i vyvoj motoriky
potkand.

Ha: opakované podéani v ¢asném vyvojovém obdobi ovlivni dal$i vyvoj motoriky
potkand.

Hypotéza 4
Ho: testovana latka signifikantné€ neovlivituje kratkodobou ani dlouhodobou pamét’.

Ha: testovana latka signifikantné ovliviiuje kratkodobou i dlouhodobou pamét’.
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5 METODIKA

5.1 Experimentalni ¢ast prace

Testovani bylo provadéno za podpory grantu $kolitele GACR &islo 18-09296S.
Déle bylo uznano odbornou komisi Fyziologického tstavu Akademie véd Ceské
republiky (FGU AV CR), Ze testovani je provadéno v souladu se zdkonem CR o
ochran¢ zvirat proti tyrani, podle standardi humanni péce a vyuzivani laboratornich

zvirat.

5.2 Vybér zvirat

Pro testovani byli vybrani samci bilého laboratorniho potkana kmene Wistar.
Jejich chov probihal v prostfedi s pravidelnym svételnym 12 hodinovym reZimem, a to
od 6:00 do 18:00 hodin, se stalou teplotou 22+1°C a vlhkosti 55+5 %. Zvitata byla 5.
den po narozeni rozdélena po 10 samcich s 1 matkou. Potkani méli nepietrzity pristup

k potravé a vodé¢ s vyjimkou prib¢hu testu.

5.3 Prubéh testovani

Vyzkum probihal v mistnosti bez pfistupu denniho svétla s vyuzitim umélého
osvétleni, odvétranim a klimatizaci udrzujici teplotu na 23°C. Motorické testy jsem
provadeéla, sledovala a vyhodnocovala vzdy ja ve stejném casovém rozmezi od 10. do

15. hodin.

5.3.1 Akutni ucinky neuroaktivniho steroidu

Testovano bylo celkem 116 samcl laboratorniho potkana ve tfech vékovych
kategoriich pro hodnoceni akutnich ucinki vybrané latky - 38 zvifat 12-dennich, 39
zvitat 18-dennich a 39 zvitat 25-dennich. Dalsi rozdéleni bylo do Etyf skupin — skupina
kontrolni s davkou organického rozpoustédla cyklodextrinu (CDX) 10 ml/kg, skupiny
s davkou pregnanolonupyroglutamatu (PPG) 1 mgkg, 5 mgkg a 10 mgkg.
Koncentrace neuroaktivniho steroidu byla rozpusténa v poméru 1 mg PPG/1 ml CDX.
Kazdy potkan byl v této fazi testovani pouzit pouze jednou. Pokusy byly provadény
v obdobi od 15.3.2019 do 4.6.2019. Kazdy potkan byl pfed testovanim zvazen a Ciselné
oznacen. Pro zji§téni akutniho ovlivnéni motoriky byly potkaniim injekéné pres biisni

sténu aplikovany vyse uvedené latky v 7 minutovych intervalech. Dale se nechala
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ucinnd latka 20 minut plsobit. Poté byla jednotlivé u kazdého potkana sledovana
spontanni motorika ve vyhrazeném prostoru (open field test) po dobu 5 minut a na tento
test navazovaly vybrané specialni motorické testy. U 12 dennich potkana pouzit surface
righting test, bar holding test, negative geotaxis test a wire mesh ascending test. U 18 a
25 dennich potkantl jsme pouzili surface righting test, bar holding test, a test chlize po

pravidelném a nepravidelném horizontalnim zebtiku.

5.3.2 Dlouhodobé ucinky neuroaktivniho steroidu

Testovani bylo provadéno v obdobi od 1.11.2019 do 19.12.2019. Kazdy potkan
byl pted testovanim zvazen a oznacen. Vyuzity byly dva vrhy zvifat. Ve vrhu A bylo 11
zvifat a ve vrhu B 10 zvifat. Od P7 do P11 jim byl pravideln¢ aplikovan vybrany
neuroaktivni steroid PPG a nebo CDX. Celkove¢ jich bylo tedy 21 a byli rozdéleni do 3
davkovych skupin. Tedy 8 potkaniim bylo aplikovano PPG v ddvce 5 mg/kg, 8 bylo
aplikovano PPG v davce 10 mg/kg a 5 potkaniim bylo aplikovano CDX a byli brani
jako kontrolni skupina.

Od 12. dne se poté testovala v pfedem danych dnech motorika a také byl vyuzit
test na zjisténi miry anxiety a ovlivnéni kratkodobé a dlouhodobé paméti. Celkem bylo
provedeno 9 méteni ve véku 12, 15, 18, 21, 25, 29, 31, 52 a 60 dni. Nejdiive byli
potkani vzdy sledovéni 5 minut v openfieldu pro zjiSténi spontdnni motoriky. Data
z openfielu byla zaznamenédna a zpracovana pomoci programu EthoVision XT. Poté
byly provedeny 4 vybrané motorické testy podle véku - surface righting test, bar holding
test, negative geotaxis test a wire mesh ascending test u 12 a 15 dennich. U 18, 21, 25,
31 a 60 dennich byly vyuzity surface righting test, bar holding test a test chiize po
pravidelném a nepravidelném zebiiku. Dale byl 29 a 52 dennim zafazen test passive
avoidance pro zjiSténi mozného ovlivnéni kratkodobé a dlouhodobé pamét’i. Ovlivnéni

anxiety bylo hodnoceno u 31 dennich potkant testem jumping down with choice.

5.4 Baterie motorickych testii

K testovani bylo vyuzito 8 motorickych testii podle Altmana a Sudarshana (1975)
a Mikulecké a Marese (2002) vypovidajici o zrani CNS a dale také hodnoceni spontanni
motoriky ve vyhrazeném prostoru — open field test — pomoci kamery a vyhodnoceni
statistickym programem. Déle také byl u dlouhodobych u¢inkli vyuZity spise kognitivni

testy jumping down with choice a passive avoidance.
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5.4.1 Openfield test

Data ziskana z tohoto testovani vypovidaji o spontanni motorice a mife anxiety
zvitat. Potkani byli jednotlivé umisténi do cern¢ho ctvercového objektu ohranic¢eného
sténami vysokymi 30 cm proti utéku. Testované pole bylo rozdéleno do dvou hlavnich
casti — stfed a okoli stén. Na zacatku testovani byli potkani vzdy polozeni do pravého
dolniho rohu. Poté bylo spusténo nahravani pomoci kamery (Panasonic Wv BP330),
kterd byla umisténa 1 m nad stfedem sledovaného prostoru, kterd zaznamenavala
spontanni motoriku zvifete po dobu 5 minut. Nashromazdéna data z open fieldu byla
ukladana a vyhodnocena pomoci programu EthoVision XT (© Noldus Information
Technology). Méfenymi parametry byla vzdalenost, kterou potkan usel celkové a

rychlost, kterou Sel. Kognitivnimi parametry spontdnni lokomoce byly latence prvniho

vstupu do sttedu open fieldu, frekvence vstupu do stfedu a Cas strdveny ve stfedu open

fieldu.

‘&‘&l\
Obrazek 5: Open field test (archiv autorky)

5.4.2 Surface righting test

Potkan byl umistén v supinacni poloze na rovny povrch, kdy zadni ¢ast hlavy a
trupu lezela na podlozce. Zaznamenana byla doba potfebna pro otoc¢eni do polohy na
bfise a v piipadé odchylek i subjektivni koordinovanost oto¢eni. Uspé&$né provedeni
testu bylo hodnoceno ¢islem 1, tedy k otoceni doSlo do 1 sekundy. ZvySeni ¢asu pro

otoceni ze zad na bficho znaci patologii.
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5.4.3 Negative geotaxis test

Potkan byl polozen na naklonénou plosinu se sklonem 30° s hrubym povrchem
hlavou dold. M¢tena byla latence otoCeni hlavou smérem vzhiru, tedy o 180°.

Maximalni doba ¢asu pro splnéni testu byla 90 sekund.

5.4.4 Bar holding test

Dtevéna hrazda o délce 25 cm a priméru 1 cm byla umisténa ve vysce 25 cm
nad akvariem, které bylo vycpano mekkym materialem. Potkan byl umistén za §iji na
hrazdu tak, aby se jeho pfedni packy mohly dotknout hrazdy. Testovdna byla sila
uchopovaciho reflexu pfednich a zadnich koncetin pro udrzeni na hrazd¢. Limit testu

byl 60 sekund. Dale bylo zaznamenéano, pokud se potkan dokazal ptitdhnout a vylézt na

hrazdu.

Obrazek 6: Bar holding test (archiv autorky)

5.4.5 Wire mesh ascending test

Tento test vyuziva 1 cm tlustou, 45 cm dlouhou a 15 cm Sirokou sit’, kterd byla
umisténa pod thlem 70° s laboratornim stolem tak, Ze dolni hrana se dotykala kraje
laboratorniho stolu a horni okraj byl v kontaktu s dfevénou ploSinou. Pro motivaci
potkana k chiizi po siti vzhiiru bylo umisténo vzdy nékolik sourozencti do dérovaného
akvarka na vrchol dievéné ploSiny. Kazdy potkan byl pro testovani umistén na spodni
cast sité tak, aby se jeho vSechny koncetiny dotykaly sité. Zaznamenan byl cas, za ktery

potkan vylezl po siti na plosinu. Casovy limit byl 60 s. Pokud potkan slezl nebo spadl na
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pracovni plochu, byla tato skute¢nost zapsana a zaznamenana byla vzdalenost a Cas, za

ktery se potkan na urcitou ¢ast sité vySplhal.

5.4.6 Test chiize po pravidelném a nepravidelném horizontdalnim Zebiiku

K tomuto testovani byl pouzit horizontalni Zebiik vytvofeny z konstrukce dvou
plexiskel, ktera jsou spojena kovovymi ptickami. Délka Zebtiku byla 1 m s umisténim
30cm nad pracovni plochou. U pravidelného zebiiku byl rozestup pficek 1 cm, u
nepravidelného byla vzdalenost pficek od 1 do 5 cm beze zmény schématu. (Metz et al,
2009)

Oba konce zebiikii byly umistény na dvé prahledna akvaria z plexiskla.
Testovani bylo zahdjeno umisténim mladéte na zacatek jednoho konce horizontalniho
zebtiku. Na druhé stran¢ v akvariu byli umisténi vzdy sourozenci pro zesileni motivace
k pohybu. Nejdiive se vzdy testovala chiize po pravidelném a poté aZ po nepravidelném
zebfiku. Hodnocen byl Cas, za ktery mladé piejde zebiik a spusti se do akvéria za
sourozenci a také pocet chyb, kter¢ mladé¢ bchem chiize udélalo. Chyba byla
zaznamenana pii kroku mimo pticku nebo sklouznuti. Limit pro pfekonani zebiiku byl
stanoven na 60 sekund. Pokud potkan za tuto dobu nezdolal celou vzdalenost nebo se

nespustil za sourozenci do akvarka, jednalo se o patologii a byla zaznamenédna pouze

vzdalenost a pocet chyb, které za 60 sekund usel a provedl.

Obrazek 7: Test chlize po horizontalnim zebtiku (archiv autorky)

5.4.7 Passive avoidance test

K tomuto testu se vyuzivad dvoukomorovy aparat, kde jedna komora je tmava a
zvite ji preferuje a druhd bila se silnym osvétlenim, kam je na zacatku testu potkan

umistén. Nadoby jsou oddéleny posuvnymi dvefmi, které se oteviou po uplynuti 60
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sekund od vlozeni zvifete do svétlé komory pomoci dalkového ovladace. Dno
konstrukce je sklopné a predstavuje tedy detekéni mechanismus vyhodnoceni pohybu
zvifete v obou komorach. Pokud potkan vleze otevienymi dvefmi do tmavé ¢asti
konstrukce, dvefe se za nim zaviou a dojde k averznimu podnétu predstavovanym
mirnymi elektrickymi Soky do tlapek (nebolestivé, ale neptfijemné). Doba latence
pfemisténi do tmavé komory je monitorovana automaticky zatizenim.

Tento test se vyuzivd k hodnoceni funkce kratkodobé a dlouhodobé paméti
zalozené na souvislostech vytvofenych mezi konkrétnim environmentalnim kontextem,
kterému se potkan snazi vyhybat, a nelibym zazitkem (mirny Sok do tlapek). Intenzita
Soku byla 1,5 mA a doba trvani 5 sekund. Prvni test je o nauceni averzni zkuSenosti.
Dalsi test se provadi hodinu po prvnim testu, coZ ukazuje na stav kratkodobé paméti.
Posledni test se provaddi 24 hodin po prvnim testu, jenZ vypovidd o ovlivnéni
dlouhodobé paméti. Pfi hodnoceni se doba latence vstupu do tmavé komory
s narustajicim poctem testd zvySuje. Maximum doby pro vstup do tmavé ¢asti bylo

stanoveno na 120 sekund.

Obrazek 8: Passive avoidance test (archiv autorky)

5.4.8 Jumping down with choice test

Tento test hodnoti miru anxiety potkanii. Zvife bylo béhem testu umisténo na
ploSinu ve vySce 40 centimetrti nad laboratornim stolem. Z kazdé strany bylo ptiloZeno
jedno priahledné akvarium. Jedno bylo ponechano prazdné a ve druhém byli na
podestylce sourozenci. Pokud mladé potlac¢i strach z vysky a pfevladne pozitivni
motivace (snaha dostat se k sourozenciim) mélo by zvife skocit co nejdiive do akvaria

se sourozenci. Test je ohraniCen maximalnim ¢asem 120 sekund. Pokud potkan za
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stanoveny ¢as neskoc¢i, nebo skoc¢i do prazdného akvaria, je tato skute¢nost hodnocena

jako patologie.

Obrazek 9: Jumping down with choice test (archiv autorky)
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6 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Vysledky ziskané v open fieldu méfil automaticky program EthoVision XT,
ostatni vysledky byly méteny ru¢né stopkami.

Pouzili jsme pro zpracovani program SigmaStat® (SYSTAT). Po spocitani
pramért a mér rozptylu (smérodatnd odchylka a stfedni chyba primeéru) pro jednotlivé
vekové a davkové skupiny jsme vysledky skupin (kontrolni zvirata s rozpoustédlem
cyklodextrinem, zvifata s ddvkami 1, 5 a 10 mg/kg, respektive 5 a 10 mg/kg) srovnavali
parametrickou analyzou rozptylu ANOVA nebo pokud rozlozeni dat neodpovidalo
normalnimu rozlozeni neparametrickou metodou ANOVA on Ranks vzdy s naslednym
parovym srovnavanim Holm-Sidakovym testem. Jako hladinu statistické vyznamnosti
jsme pouzivali 5%.

V grafech pfipravovanych programem SigmaPlot® (SYSTAT) jsou uvedeny

priméry se stiedni chybou priméru.
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7 VYSLEDKY

V této kapitole budou popsany vysledky provedenych méteni doplnéné o grafy
ze statistického zpracovani softwarem SigmaStat a SigmaPlot® (SPSS).

Vzhledem k tomu, Ze stdle jesté probihd patentové fizeni této pouzité latky,
nemohli jsme bohuzel tabulky se vSemi naméfenymi hodnotami z provedenych testl

zvetejnit v ptilohach této prace, ale jsou dostupné k nahlédnuti u prof. MaresSe.

7.1 Kratkodobé ucinky

Jak jiz bylo uvedeno v metodické casti prace, v této fazi experimentu bylo
testovano celkem 116 samci laboratorniho potkana ve tfech vékovych kategoriich - 12,
18 a 25 denni. Déle byli rozdéleni do ¢tyf skupin — skupina kontrolni s davkou
organického rozpoustédla cyklodextrinu (CDX) 10 ml/kg, skupiny s davkou
pregnanolonu pyroglutamatu (PPG) 1 mg/kg, 5 mg/kg a 10 mg/kg.

Subjektivni hodnoceni této skupiny z pohledu motoriky je takové, ze zejména u
12 dennich potkantd s ddvkami 5 a 10 mg/kg doslo ke zméné svalového tonu a ovlivnén
byl také jak spontdnni motoricky projev, tak i vysledky motorickych testii potkanii

oproti kontrolni skupin¢ ale i skupin¢ dlouhodobého sledovani.

7.1.1 Surace righting test

Pti tomto testu jsme zjist'ovali vysledky u vSech tfi vyvojovych stadii potkant.

U 12 dennich potkanil byla objevena statisticky vyznamna zména - prodlouZeni
Casu pii provadéni testu a to zejména po aplikaci PPG v davkach 5 mg/kg a 10 mg/kg. U
davky PPG 5 mg/kg bylo zjisténo zvySeni ¢asu testu nad 1 sekundu u 6 potkanii z 10. U
davky PPG 10 mg/kg bylo zjisténo zvyseni Casu testu u 7 potkanti z 10. U posledni
zminované skupiny 3 z 10 potkant se neotocili ze zad viibec a zlstali lezet.

U 18 dennich doslo ke zvySeni doby pro oto¢eni pouze u 2 potkani po aplikaci
PPG v dévce 10 mg/kg.

U 25 dennich zvitat nebyla zaznamenana Zadna zmeéna v provadéni testu otoceni

ze zad na bticho po podani testované latky v porovnani s kontrolni skupinou.

7.1.2  Bar holding test
Tento test byl hodnocen pro vSechna tfi vyvojova stadia. S postupem vyvoje se

fyziologicky prodluzovala doba, po kterou se potkani na hrazd¢ udrzeli (max. 60 s). Ani
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vjedné vékové skupiné nebyly zjistény po podani sledované latky Zadné zasadni
odchylky od kontrolni skupiny (viz Graf 1).

Od 18 dennich zvitat bylo také pozorovano, zda se zvladnou pfitahnout a vylézt
na hrazdu. To bylo zjisténo v kontrolni skupin€ u 3 zvitat z 9, dale u zvifat s davkou
PPG 1 mg/kgu 1 z 10 a u davky PPG 5 mg/kg 2 z 10.

U 25 dennich potkant u kontrolni skupiny vylezlo na hrazdu 3 z 12 zvifat, a také
po davce PPG 1 mg/kg 2 z 9, u davky PPG 5 mg/kg 6 z 10 a nakonec po davce PPG 10
mg/kg 3 z 8 zvirat.

Bar holding
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Graf 1: Sloupcovy diagram predstavujici vysledky bar holding testu po akutnim podani u 12 az 25
dennich potkanti. Osa X znazornuje jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo
aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni tfi skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 1, 5 a 10
mg/kg. Osa Y znadi Gas (s), po ktery se zvifata udrzeli na hrazdé. Zadna vyznamna zména zde nebyla
zaznamenana.

7.1.3 Negative geotaxis test

Tento test byl proveden pouze u 12 dennich potkant. Signifikantni zména
nariistu doby pro otoceni o 180° na naklonéné rovin€ byla zjisténa u skupiny s davkou
PPG 10 mg/kg oproti kontrolni. U ostatnich dvou davek PPG byl zaznamenan pouze

mirny narast doby pro otoceni (viz Graf 2).
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Zajimavym poznatkem také je, Ze u skupiny s ddvkou PPG 10 mg/kg 5 potkanii

z 10 tento test vilbec za vyméteny cas nedokonili.

12-day-old rats

Negative geotaxis
s 60 -

50 A
40 -
30 -

20 A

N7

C 1 5] 10 mg/kg

Graf 2: Sloupcovy diagram predstavujici vysledky negative geotaxis testu po akutnim podani PPG u 12
dennich potkanti. Osa X znazornuje jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo
aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni tii skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 1, 5 a 10
mg/kg. Osa Y znali ¢as (s), za ktery se zvifata otocila o 180° na naklonéné plosing. Hvézdicka (*) znaéi
signifikantni zvySeni ¢asu pro otoceni po aplikaci PGG v davce 10 mg/kg oproti kontrolni skuping.

7.1.4 Wire mesh ascending test

Test wire mesh ascending byl proveden také pouze u vyvojového stadia 12
dennich potkanti rozdélenych do 4 skupin podle aplikované latky (viz Graf 3). Po
aplikaci PPG v davkach 1 a 5 mg/kg byl zaznamenan pokles Casu k vylezeni po siti na
ploSinu oproti kontrolam, kdy u davky PPG 5 mg/kg byl Cas statisticky vyznamné
snizen. PPG v davce 10 mg/kg témét nezmeénila ¢as potiebny k dokonceni testu oproti
kontrolni skuping.

I zde se objevily piipady, kdy potkani test nedokoncili vibec. Bud’ z divodu
sniZzeni svalového tonu, nebo misto lezeni po siti nahoru, lezli do stran a spadli. U
kontrolni skupiny to byly 2 zvifata z §, u davky PPG 1 a 5 mg/kg 2 z 10 a u davky 10
mg/kg 5z 10.
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Graf 3: Sloupcovy diagram piedstavujici vysledky wire mesh ascending testu po akutnim podani PPG u
12 dennich potkand. Osa X znadzorfiuje jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C
bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni tfi skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 1, 5
a 10 mg/kg. Osa Y znaéi Cas (s), za ktery zvifata vylezla po siti nahoru na plosinu. Hvézdic¢ka (*) znaci
signifikantni snizeni ¢asu pro dokonéeni testu po aplikaci PGG v davee 5 mg/kg oproti kontrolni skupiné.

7.1.5 Chize po pravidelném horizontdalnim Zebiiku

Chlze po pravidelném horizontdlnim Zebiiku byla vyhodnocena u dvou
vékovych kategorii, a to 18 a 25 dennich potkanii. Zaznamenan byl Cas, za ktery ptesli
zebtik a skocili do akvarka se sourozenci a pocet chyb, které béhem testu udélali (viz
Graf 4).

Z vysledkii vyplyva tendence, Ze u 18 dennich potkanti doslo ke sniZeni Casu
k dokonceni testu oproti kontrole u davky PPG 5 mg/kg, ostatni dvé davky oproti
kontrole se témét nezménily. Ve vykladu poctu provedenych chyb doslo u davky PPG 1
a 10 mg/kg ke zvyseni poctu a u davky 5 mg/kg se pocet téméef nezmenil.

U 25 dennich zvifat je vidét tendence postupného sniZzovani ¢asu u vSech davek
PPG oproti kontrolni skuping pro provedeni testu. Chybovost oproti kontrole je u davek
PPG 1 a 10 mg/kg témét stejna, na rozdil od PPG v davce 5 mg/kg, kdy se chybovost
zvysuje.

V porovnani ¢asii pottebnych pro dokonceni testu mezi vékovymi skupinami je
kontrolni skupina téméf stejna a u 25 dennich jsou vSechny ¢asy nizsi, néz u 18 dennich.

Porovnéani provedenych chyb mezi dvéma uvedenymi vyvojovymi skupinami
udava, ze jiz pocet chyb u kontrolni skupiny 25 dennich potkanil je niz8i nez u 18
dennich. Az na davku PPG 5 mg/kg je pocet chyb u 25 dennich potkanti nizsi oproti 18
dennim zvitatim.

Pfi tomto testovani spravné neprovedlo zadany motoricky kol a do akvarka za

sourozenci neskocilo u 18 dennich v kontrolni skupiné 4 z 9 potkand, u ddvky PPG 1 a

41



Diplomova prace Ucinky neuroaktivniho steroidu na motoriku
mladat laboratorniho potkana

5 mg/kg 3 z 10 potkanti a u davky PPG 10 mg/kg 4 z 10. Zajimavym vysledkem je, ze u
25 dennich potkanti test neprovedl pouze 1 z 10 pti davce PPG 5 mg/kg.

Regular horizontal ladder
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Graf 4: Sloupcovy diagram piedstavujici vysledky testu chlize po pravidelném horizontalnim zebtfiku u 18
a 25 denni vyvojové skupiny po akutnim podani PPG, kdy vlevo jsou znazornény Casy, za které potkani
test dokon¢ili a vpravo pocet chyb, které béhem testu provedli. Osa X znazorfiuje v obou ptipadech
jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10
ml/kg. Ostatni tii skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 1, 5 a 10 mg/kg. Osa Y znaci vlevo cas
(s), za ktery zvitata ptelezla horizontalni Zebiik a skocila do akvarka za sourozenci. Osa Y znaéi vpravo
pocet chyb (N), které byly provedeny potkany a zaznamenany b&hem provedeni testu. Zadné signifikantni
zmény Casu ani poctu chyb nebyly zaznamenany.

7.1.6 Chize po nepravidelném horizontdlnim Zebiiku

Chiize po nepravidelném horizontalnim Zebtiku byla vyhodnocena také u dvou
veékovych kategorii, a to 18 a 25 dennich potkani. Zaznamenan byl cas, za ktery piesli
zebiik a skocili do akvarka se sourozenci a pocet chyb, které behem testu udé€lali (viz
Graf'5).

Z vysledkl vyplyva, Ze u 18 dennich potkanti nedoslo u vSech davek PPG témér
k Zadné zméné Casu k dokonceni testu oproti kontrole. Ve vykladu poctu provedenych
chyb doslo u vSech davek PPG ke zvySeni oproti kontrole, nejvice u davky PPG 1
mg/kg.

U 25 dennich zvitat se ¢as u davek PPG 1 a 10 mg/kg oproti kontrolni skupiné
témét neméni, pouze u davky 5 mg/kg je zaznamenan mirny pokles ¢asu pro provedeni
testu. Chybovost oproti kontrole se u davek postupné mirné zvySuje, kdy nejvyssi je

tedy u davky PPG 10 mg/kg.
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Porovnani ¢asii potfebnych pro dokonceni testu mezi vékovymi skupinami je
témer shodny ve vsech davkovych skupinach. Pouze u 25 dennich potkand se cas u
davky PPG 5 mg/kg mirn¢€ snizil.

Porovnani provedenych chyb mezi dvéma vyvojovymi skupinami udava, ze jiz
pocet chyb u kontrolni skupiny 25 dennich potkant je nizsi nez u skupiny 18 dennich.
Az na davku PPG 10 mg/kg je pocet chyb u 25 dennich potkant nizsi oproti 18 dennim
zvitatim.

Pfi tomto testovani spravné neprovedlo zadany motoricky tkol a do akvarka za
sourozenci neskoc€ilo u 18 dennich v kontrolni skupin€é 7 z 9 potkanii, u davky PPG 1
mg/kg 3 z 10, PPG 5 mg/kg 6 z 10 a u davky PPG 10 mg/kg 8 z 10. U 25 dennich
potkant test neprovedlo v kontrolni skupin€ 5 z 12, u davky PPG 1 mg/kg 3 z 9, PPG 5

mg/kg 0z 10 a u davky PPG 10 mg/kg 1 z 8 potkan.
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Graf 5: Sloupcovy diagram predstavujici vysledky testu chlize po nepravidelném horizontalnim zebiiku u
18 a 25 denni vyvojové skupiny po akutnim podani PPG, kdy vlevo jsou znazornény casy, za které
potkani test dokonCili a vpravo pocet chyb, které béhem testu provedli. Osa X znazorfiuje v obou
ptipadech jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX
v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni tii skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 1, 5 a 10 mg/kg. Osa Y
znaci vlevo Cas (s), za ktery zvitata prelezla horizontalni Zebtik a skocila do akvarka za sourozenci. Osa Y
znadi vpravo pocet chyb (N), které byly provedeny potkany a zaznamenany b&hem provedeni testu. Zadné
signifikantni zmény casu ani poctu chyb nebyly zaznamenany.

7.1.7 Open field test

K hodnoceni spontanni motoriky potkant byl vyuzit 5 minutovy open field test.
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Jedna z Casti tohoto testu byla zamétfena vice na Cisté motorické chovani a
vyhodnocena zde byla tedy celkova rychlost a vzdalenost, kterou za 5 minut v open
fieldu potkani usli (viz Graf 6).

U skupiny 12 dennich potkanii se vzdalenost oproti kontrole mirn¢ zvysila po
aplikaci PPG v davkach 1 a 5 mg/kg, ale signifikantnim vysledkem je sniZeni uslé
vzdalenosti po aplikaci PPG v davce 10 mg/kg oproti davkam PPG 1 a 5 mg/kg. U
hodnoceni rychlosti chliize jsou vysledky totozné, tedy primérna rychlost se oproti
kontrole mirn¢ zvysila u davek PPG 1 a 5 mg/kg, ale signifikantnim vysledkem je
snizeni uslé vzdalenosti u davky PPG 10 mg/kg oproti davkam PPG 1 a 5 mg/kg.

Vysledky uslé vzdalenosti u skupiny 18 dennich ukazuji signifikantni snizeni
uslé vzdalenosti oproti kontrole u davky PPG 10 mg/kg. Dale také vyznamnym
vysledkem je snizeni vzdalenosti oproti davce PPG 1 mg/kg u davek 5 a 10 mg/kg. U
hodnoceni rychlosti chiize jsou vysledky totozné, tedy signifikantnim vysledkem je
snizeni u$lé vzdalenosti u davky PPG 10 mg/kg oproti kontrole a snizeni vzdalenosti
oproti ddvce PPG 1 mg/kg u davek 5 a 10 mg/kg.

Signifikantni zmény u skupiny 25 dennich byly zaznamenany u davky PPG 5
mg/kg, kdy usla vzdalenost byla vyznamné vétsi nez u davky PPG 1 mg/kg a kontrolni
skupiny. Z grafu rychlosti vychdzi signifikantni zména u davky PPG 5 mg/kg, kdy
rychlost chiize byla vyznamné vétsi nez u vSech ostatnich davek, tedy u davky PPG 1 a

5 mg/kg a také u kontrolni skupiny.
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Spontaneous Icomotion in open field - PPG
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Graf 6: Sloupcové diagramy predstavujici vysledky testu open field u 12, 18 a 25 denni vyvojové skupiny
po akutnim podani PPG — kdy vlevo je znazornéna vzdalenost a vpravo rychlost, kterou $li. Osa X
znazornuje ve vSech pfipadech jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo
aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni tfi skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 1, 5 a 10
mg/kg. Osa Y znaci vlevo vzdalenost (cm), kterou zvifata usla pfi testovani a rychlost (cm/s), kterou
potkani §li. Hvézdicka (*) znaéni vzdy signifikantni zménu ¢asu oproti kontrolnim skupinam. Ktizek (#)
znadi signifikantni zménu oproti davce PPG 10 mg/kg. Kolecko (O) znaci signifikantni zménu mezi
davkami PPG 1 a 5 mg /kg.

Dal$imi zjiStovanymi parametry ohledné sttedu open fieldu byly latence casu, za
kterou do n¢j poprvé vstoupi, frekvence vstupu do stiedu a Cas straveny ve stiedu open
fieldu (viz Graf 7). Tato cast testu spiSe souvisi s vlivy na behaviordlni chovani,
zejména vypovidd o mife anxiety. Test byl proveden ve vSech tfech vékovych
kategoriich.

Z dosavadnich vysledkd vyplyva, Zze u 12 dennich potkanti se latence casu
prvniho vstoupeni do stfedu oproti kontrole témét nelisi. U frekvence vstupu do stfedu
bylo zjisténo signifikantni sniZeni tohoto parametru oproti kontrole po aplikaci PPG v
davece 10 mg/kg. Cas straveny ve stiedu mél tendenci se zvySovat pouze u skupiny
s davkou PPG 10 mg/kg.

U skupiny 18 dennich potkand se latence casu prvniho dosazeni stfedu oproti
kontrole také téméf neméni, pouze po aplikaci PPG v davce 10 mg/kg se Cas lehce
zvysuje. Frekvence vstupu do stfedu je oproti kontrole snizena u davek PPG 5 a 10

mg/kg. Pficemz davka PPG 10 mg/kg signifikantné sniZuje tento parametr jak oproti
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kontrole, tak oproti davce PPG 1 mg/kg. Cas straveny ve stiedu se v této vékové
skupiné po podani PPG ve vSech tfech riznych davkach oproti kontrole témét nezmenil.

Pti hodnoceni latence prvniho dosazeni stfedu open fieldu u skupiny 25 denncih
potkanti doslo ke snizeni ¢asu u vSech davek PPG oproti kontrole, kdy signifikantni byla
zména po aplikaci PPG v davce 5 mg/kg. Frekvence vstupu do stiedu se zvySovala u
vSech davek oproti kontrole. Signifikantni zvySeni oproti kontrole bylo zaznamendno u
davky PPG 5 a 10 mg/kg a také u davky PPG 5 mg/kg oproti 1 mg/kg. Cas oproti
kontrole byl signifikantné zvysen u vsech tfech davek PPG.

Pfi porovnani testii mezi vékovymi kategoriemi je patrné snizeni ¢asu latence
prvniho dosazeni stiedu open fieldu spolu s postupujicim vyvojovym vékem i ve vztahu
k jednotlivym aplikovanym davkam PGG a kontrolam. Naopak ¢as strdveny ve stfedu
se svékem zvySuje a frekvence vstupu do stfedu také i ve vztahu k jednotlivym

davkam.

Spontaneous lcomotion in open field - PPG
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Graf 7: Sloupcové diagramy piedstavujici vysledky testu open field u 12, 18 a 25 denni vyvojové skupiny
po akutnim podani PPG — kdy vlevo je znazornénd latence Casu prvniho dosazeni stfedu, uprostied
frekvence vstupu do stiedu a vpravo Cas straveny ve stfedu open fieldu. Osa X zndzoriiuje ve vSech
piipadech jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX
v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni tii skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 1, 5 a 10 mg/kg. Osa Y
znaci vlevo cas (s), za ktery zvitata poprvé dosla do stiedu, uprostted pocet vstupti (N) do stfedu a vpravo
Cas (s), ktery potkani ve stiedu stravili. Hvézdicka (*) znacni vzdy signifikantni zménu casu oproti
kontrolnim skupinam. K¥iz (+) znaci signifikantni zménu oproti davce PPG 1 mg/kg.
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7.2 Dlouhodobé ucinky

Toto testovani bylo provedeno po opakované aplikaci rozpoustédla CDX jako
kontrolni latky 10 ml/kg a PPG v davkach 5 a 10 mg/kg ve dnech P7 az P11 u 21
mléad’at laboratorniho potkana ve vékovych kategoriich 12, 15, 18, 21, 25, 29, 31, 52 a
60 dennich zvirat.

Subjektivne u této skupiny nebylo pozorovano témét zadné ovlivnéni motoriky,
na rozdil od akutnich ucinki. Vice zde byl akcentovan vliv na behavioralni stranku

pohybu.

7.2.1 Surface righting test

Tento test byl proveden a hodnocen u 7 vékovych kategorii — 12, 15, 18, 21, 25,
31 a 60 dennich potkanli. Pouze u jednoho 12 denniho potkana ze vSech testovanych

doslo ke zvySeni €asu pro otoceni ze zad na bticho po aplikaci PPG v davce 5 mg/kg.

7.2.2 Bar holding test

Bar holding test byl proveden u stejnych 7 v€kovych kategorii jako test surface
righting. Do zpracovani nebyli zahrnut vysledky 60 dennich potkanti, z divodu na tento
test vysokého stadia vyvoje a snahy z hrazdy spiSe slézt. Statistickym programem byly
vypracovany dva grafy, kdy jeden porovnava vztah davky na Case, za ktery se na hrazdé
udrzeli v jednotlivych vyvojovych skupinach (viz Graf 9). Druhy naopak zjistuje, jak se
menil €as v jednotlivych dnech vyvoje u 3 vySetfovanych davkovych skupin (viz Graf
8).

Na Grafu 8 je znazornéna zména ¢asu provedeni testu po podani riznych davek
vzdy kontrola. U 12, 18 a 31 dennich potkanli se ¢as na hrazdé¢ postupné zvysuje
s narustajici aplikovanou davkou. U 15, 21 a 25 dennich potkant je ¢as po davce PPG
10 mg/kg mensi neZ po davce 5 mg/kg. Pfi tomto porovnani také nebyly zjiStény zadné

signifikantni zmény.
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Bar holding
Effect of PPG at P7-P11
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Graf 8: Sloupcovy diagram predstavujici vysledky bar holding testu u 12 az 31dennich potkand po
dlouhodobé aplikaci PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den). Osa X zndzornuje jednotlivé
vékové skupiny. Osa Y znaéi &as (s), po ktery se zvifata udrzeli na hrazdé. Zadna vyznamna zména zde
nebyla zaznamenana.

Z Grafu 9 vyplyva, ze v kazdé davkové skupiné dochazi vlivem véku ke zvyseni
¢asu pro udrzeni na hrazdé€. U kontrolni skupiny je patrné, Zze u 25 a 31 dennich potkanti
doslo ke sniZeni ¢asu oproti 18 a 21 dennim. Také po aplikaci PPG v davce 5 mg/kg
bylo zaznamenano snizeni doby pro udrZeni na hrazd€ u 31 dennich potkanii oproti 25
dennim. Tuto skute¢nost pfisuzuji spiSe vyssimu vyvojovému stadiu a snaze z hrazdy

utéct. Zadné vyznamné signifikance nebyly zaznamenény.

Bar holding
Effect of PPG at P7-P11
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Graf 9: Sloupcovy diagram ptedstavujici vysledky bar holding testu u 12 az 31dennich potkand po
dlouhodobé aplikaci PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den). Osa X znazoriuje jednotlivé
aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni
dve skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa Y znaci Cas (s), po ktery se zvifata
udrzeli na hrazd8. Zadna vyznamna zména zde nebyla zaznamenana.
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Od 18 dennich zvitat bylo také pozorovano, zda se zvladnou pfitahnout a vylézt
na hrazdu. To bylo v této vékové kategorii zjisténo u 1 potkana z 8 po davce PPG 10
mg/kg a 1 z 8 pti davee PPG 5 mg/kg.

U 21 dennich potkanti u kontrolni skupiny vylezlo na hrazdu 2 z 5 zvitat, a dale
u davky PPG 5 mg/kg 4 z 8 a u davky PPG 10 mg/kg 4 z 8 zvitat.

U 25 dennich potkant u kontrolni skupiny vylezlo na hrazdu 2 z 5 zvifat, a také
u davky PPG 5 mg/kg 5 z 8 a u davky PPG 10 mg/kg 4 z 8 zvitat.

U 31 dennich potkanti u kontrolni skupiny vylezlo na hrazdu 1 z 5 zvitat, a dale

u davky PPG 5 mg/kg 2 z 8 a u davky PPG 10 mg/kg 4 z 8 zvitat.

7.2.3 Negative geotaxis test

Negative geotaxis test byl proveden vzhledem k vékové zavislosti pouze u 12 a
15 dennich potkant. Z vysledki porovnani casu potfebného k otoceni vzhledem k davce
vyplyva, Ze se zde neobjevily Zadné signifikantni zmény (viz Graf 10).

U 12 dennich potkanti je patrné zvyseni ¢asu testu oproti kontrole u davky PPG
5 mg/kg. U davky PPG 10 mg/kg doslo k mirnému snizeni ¢asu oproti davce 5 mg/kg.

Pti vyhodnoceni vysledkl tohoto testu u 15 dennich potkanti nedoslo témeér
k Z4dné odchylce oproti kontrole. Obecné u vyvojové starSich potkant je primérny cas

testu nizsi nez u 12 dennich.

Negative geotaxis
Effect of PPG at P7-P11
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Graf 10: Sloupcovy diagram pfedstavujici vysledky negative geotaxis testu u 12 a 15 dennich potkant po
dlouhodobé aplikaci PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den). Osa X znazorfiuje jednotlivé
aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni
dvée skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa Y znaci Cas (s), za ktery se zvitata
otocila o 180° na naklonéné plosin€. Pfi tomto testu nedoslo k zddnym signifikantnim zménam.
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7.2.4 Wire mesh ascending test

Tento test byl taktéZz proveden s ohledem na v€k pouze u 12 a 15 dennich
potkanil. Pii zavislosti ¢asu na v€ku jsou hodnoty u kontroly a davky PPG 10 mg/kg
témer stejné jak u 12, tak i u 15 dennich potkani. U obou vékovych skupin doslo po
aplikaci PPG v davce 5 mg/kg ke snizeni Casu k dokonceni testu oproti ostatnim
davkam, zejména signifikantni snizeni bylo zaznamenano u 15 dennich mlad’at oproti

kontrolni skuping (viz Graf 11).

Effect of PPG (P7-P11) on wire mesh ascending
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Graf 11: Sloupcovy diagram predstavujici vysledky wire mesh ascending testu po dlouhodobém podani
PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den) u 12 a 15 dennich potkanti. Osa X znazoriuje
jednotlivé vékové kategorie. Osa Y znaci Cas (s), za ktery zvifata vylezla po siti nahoru na ploSinu.
Hvézdicka (*) znaci signifikantni sniZeni ¢asu pro dokonceni testu u 15 dennich potkanti po aplikaci PPG
v koncentraci 5 mg/kg oproti kontrolni skupin¢.

Z grafu zéavislosti ¢asu pro vylezeni na ploSinu na aplikované davce vyplyva, ze
u 15 dennich zvifat je Cas vySsi nez u 12 dennich u kontroly a davky PPG 10 mg/kg.
Signifikantni snizeni ¢asu pro dokonceni testu bylo zaznamenéano u davky PPG 5 mg/kg

15 dennich potkanii oproti 12 denni skuping (viz Graf 12).
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Effect of PPG (P7-P11) on wire mesh ascending
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Graf 12: Sloupcovy diagram piedstavujici vysledky wire mesh ascending testu po dlouhodobém podani
PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den) u 12 a 15 dennich potkani. Osa X znazornuje
jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10
ml/kg. Ostatni dvé skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa Y znaci Cas (s), za
ktery zvifata vylezla po siti nahoru na ploSinu. Hvézdicka (*) znaci signifikantni snizeni ¢asu pro
dokonceni testu 15 dennich potkanti po aplikaci PPG v koncentraci PGG 5 mg/kg oproti skuping 12
dennich potkand.

7.2.5 Chuze po pravidelném horizontdalnim Zebiiku

Chiize po pravidelném horizontadlnim zebiiku byla testovana pti dlouhodobé
aplikaci PPG u 18 az 60 dennich potkanti.

Z grafu je patrné, Ze vlivem vyvoje nedoSlo téméef k Zadnym vyznamnym
zmeénam Casu pro provedeni testu v zavislosti na aplikovanych davkach (viz Graf 13).

Pii vyhodnoceni zmén v chybovosti pfi chiizi po pravidelném horizontalnim
zebtiku vplyva, Ze se zvySujicim vyvojovym vékem dochazi k tendenci snizeni poctu
chyb ve vSech davkovych skupinach. Signifikantni vysledkem je zde ale zvySeni poctu
chyb po aplikaci PPG v davce 10 mg/kg oproti kontrole u 21 dennich potkanti (viz Graf
13).

51



Diplomova prace Ucinky neuroaktivniho steroidu na motoriku
mladat laboratorniho potkana

Effects of PPG (P7-P11)
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Graf 13: Sloupcovy diagram piedstavujici vysledky testu chlize po pravidelném horizontalnim Zebtiku u
18 az 60 dennich potkan po dlouhodobém podani PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den)
v davce 5 a 10 mg/kg a CDX 10 ml/kg jako kontroly, kdy vlevo jsou znazornény casy, za které potkani
test dokoncili a vpravo pocet chyb, které béhem testu provedli. Osa X znazorfiuje v obou piipadech
jednotlivé veékové kategorie potkanti. Osa Y znaci vlevo Cas (s), za ktery zvifata pielezla horizontalni
zebiik a skocila do akvarka za sourozenci. Osa Y znaci vpravo pocet chyb (N), které¢ byly provedeny
potkany a zaznamenany b&hem provedeni testu. Hvézdicka (*) znaci signifikantni zvySeni poc¢tu chyb u
21 dennich potkanii po aplikaci PPG v davce 10 mg/kg oproti kontrole.

Porovnani casu pro dokonceni testu z pohledu jednotlivych davek viaci véku
nedoslo ke zjisténi zadnych signifikantnich zmén. V kontrolni skupiné doslo ke snizeni
¢asu pouze u skupin 25 a 31 dennich potkanti oproti ostatnim vékovym skupindm. Ve
skupin€ s davkou PPG 5 mg/kg doslo ke sniZeni pouze u 31 a 60 dennich potkantli oproti
ostatnim. Ve skupin¢ s davkou PPG 10 mg/kg doSlo ke snizeni u 21 a 31 dennich
potkant (viz Graf 14).

Pocet chyb u kontrolni skupiny byl signifikantné snizen u vSech vékovych
kategorii oproti 18 dennim potkanlim. Ve skupin€ s davkou PPG 5 mg/kg doslo ke
snizeni po¢tu chyb u 25, 31 a 60 dennich potkant oproti 18 dennim potkaniim. Ve

skupiné s davkou PPG 10 mg/kg doslo ke snizeni poctu chyb taktéz u 25, 31 a 60

dennich potkant oproti 18 dennim potkaniim (viz Graf 14).
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Effects of PPG (P7-P11)
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Graf 14: Sloupcovy diagram piedstavujici vysledky testu chtize po pravidelném horizontalnim zebtiku u
18 az 60 dennich potkanti po dlouhodobém podani PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den)
v davce 5 a 10 mg/kg a CDX 10 ml/kg jako kontroly, kdy vlevo jsou znazornény casy, za které potkani
test dokoncili a vpravo pocet chyb, které béhem testu provedli. Osa X znazorfiuje v obou piipadech
jednotlivé davkové kategorie potkanti. Osa Y znaci vlevo Cas (s), za ktery zvifata ptelezla horizontalni
zebiik a skocila do akvarka za sourozenci. Osa Y znaci vpravo pocet chyb (N), které¢ byly provedeny
potkany a zaznamenany béhem provedeni testu. Hvézdicka (*) znaéi signifikantni snizeni po¢tu chyb u
vyznacenych vékovych i davkovych kategorii potkant.

Zajimavym vystupem z tohoto méfeni je nepomér mezi potkany, ktefi alespon
dosli na konec zebfiku a témi, ktefi ne. Z celkového pocCtu 21 zvifat ani polovina
potkanii nedolezla ani jednou za celych 60 sekund testu na konec Zebtiku u 18, 21 a 60

dennich ve vSech davkach (viz Graf 15).
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Graf 15: Sloupcovy diagram predstavujici vysledky procentualniho zastoupeni téch potkand, ktefi dosli
po pravidelném horizontalnim Zebiiku az na konec u 18 az 60 dennich potkanti po dlouhodobém podani
PPG (P7-P11 — aplikace 7. AZ 11. postnatalni den) v davce 5 a 10 mg/kg a CDX 10 ml/kg jako kontroly.
Osa X znazoriuje v kazdé vékové kategorii jednotlivé aplikované davky. Osa Y znaci procentualni
zastoupeni potkant (%), ktefi dosli, nebo nedosli na konec Zebiiku. Tmavé Cervend barva znazornuje ty,
ktefi az na konec Zebiiku dosli a Seda barva naopak ty, kteti nedosli.

7.2.6 Chuze po nepravidelném horizontdlnim Zebiiku

Chiize po nepravidelném horizontalnim Zebiiku byla testovana pii dlouhodobé
aplikaci PPG taktéz u 18 aZ 60 dennich potkand.

Z grafu je patrné, ze vlivem vyvoje nedoSlo téméf k zadnym vyznamnym
zméndm casu pro provedeni testu v zavislosti na aplikovanych davkach. Pouze u 25
dennich doSlo k mirnému sniZeni ¢asu kontrolni skupiny oproti skupinam s PPG a také
sniZeni ¢asu u 31 dennich u davky PPG 5 mg/kg oproti jak kontrole, tak i davce PPG 10
mg/kg. U 60 dennich potkanli doSlo ke snizeni Casu u kontrolni skupiny a skupiny
s PPG v davce 5 mg/kg oproti ddvce PPG 10 mg/kg (viz Graf 16).

Pfi vyhodnoceni zmén v chybovosti pfi chlizi po nepravidelném horizontalnim
zebtiku vplyva, Ze se zvySujicim vyvojovym vékem dochazi k tendenci snizeni poctu
chyb, ovSem ne tak markantni, jako u pravidelného Zebiiku. U 18 a 31 dennich je ovSem

tendence ke zvySovani chybovosti u obou davek PPG oproti kontrole. U ostatnich
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vékovych kategorii do§lo oproti kontrole ke sniZeni chybovosti. Zadné signifikantni

zmény zde ovSem naméteny nebyly (viz Graf 16).

Effects of PPG (P7-P11)
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Graf 16: Sloupcovy diagram ptedstavujici vysledky testu chlize po nepravidelném horizontalnim Zebtiku
u 18 az 60 dennich potkant po dlouhodobém podani PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den)
v davce 5 a 10 mg/kg a CDX 10 ml/kg jako kontroly, kdy vlevo jsou znazornény casy, za které potkani
test dokoncili a vpravo pocet chyb, které béhem testu provedli. Osa X znazorfiuje v obou piipadech
jednotlivé veékové kategorie potkanti. Osa Y znaci vlevo cas (s), za ktery zvitata pielezla horizontalni
zebtik a skocila do akvarka za sourozenci. Osa Y znaéi vpravo pocet chyb (N), které byly provedeny
potkany a zaznamenany béhem provedeni testu. Z vysledkd nevychazi zadné signifikantni zmény.

V porovnani ucink jednotlivych davek napti¢ vékovymi kategoriemi z pohledu
Casu pro prelezeni nepravidelného horizontalniho zebiiku nedoSlo k vyznamnym
zménam. V kontrolni skupiné¢ doSlo k mirnému sniZeni Casu zejména u 25, 31 a 60
dennich potkani oproti ostatnim vékovym skupinam, u skupiny s davkou PPG 5 mg/kg
doslo ke sniZeni ¢asu u 25, 31 a 60 dennich a u davky PPG 10 mg/kg doslo ke sniZzeni
¢asu u 31 dennich potkant oproti ostatnim vékovym skupinam (viz Graf 17).

Vysledky v poctu chyb pfi chizi po nepravidelném horizontadlnim Zzebtiku
v zéavislosti na jednotlivych davkach ukazuji, Ze v kontrolni skupin€ nedoslo k Zadnym
vyznamnym zménam v prub&hu vyvoje potkant. Postupné doslo s vékem ke sniZzovani
poctu zaznamenanych chyb, az na 25 denni potkany, u kterych se chybovost mirné
zvysila. U davky 5 mg/kg se od 18 dennich zvifat chybovost s vékem sniZovala.
Signifikantné zejména u 21 a 60 dennich potkand oproti 18 dennim. Chybovost po
aplikaci PPG v davce 10 mg/kg byla signifikantné snizena u 21 a 60 dennich potkana

oproti 18 dennim potkantim (viz Graf 17).
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Effects of PPG (P7-P11)
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Graf 17: Sloupcovy diagram ptedstavujici vysledky testu chlize po nepravidelném horizontalnim Zebtiku
u 18 az 60 dennich potkani po dlouhodobém podani PPG (P7-P11 — aplikace 7. aZ 11. postnatalni den)
v davce 5 a 10 mg/kg a CDX 10 ml/kg jako kontroly, kdy vlevo jsou znazornény casy, za které potkani
test dokon¢ili a vpravo pocet chyb, které béhem testu provedli. Osa X znazorfiuje v obou ptipadech
jednotlivé davkové kategorie potkanii. Osa Y znaéi vlevo Cas (s), za ktery zvifata pielezla horizontalni
zebtik a skocila do akvarka za sourozenci. Osa Y znaéi vpravo pocet chyb (N), které byly provedeny
potkany a zaznamenany béhem provedeni testu. Z vysledkd jsou patrné signifikantni zmény (*) zejména
ve snizeni chybovosti po ddvece PPG 5 a 10 mg/kg u 21 a 60 dennich potkani oproti 18 dennim.

CDX 5 10 mgkg 10 mglkg

Zajimavym vystupem z tohoto méfeni je nepomér mezi potkany, ktefi alesponi
dosli na konec zebiiku a témi, ktefi ne. Z celkového poctu 21 zvifat ani polovina
potkanti nedolezla ani jednou za celych 60 sekund testu na konec Zebiiku u 18, 21 a 60

dennich ve vSech davkach (viz Graf 18).
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Graf 18: Sloupcovy diagram predstavujici vysledky procentualniho zastoupeni téch potkant, kteti dosli
po nepravidelném horizontalnim zebiiku u az na konec u 18 az 60 dennich potkani po dlouhodobém
podani PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den) v davce 5a 10 mg/kg a CDX 10 ml/kg jako
kontroly. Osa X znazornuje v kazdé veékové kategorii jednotlivé aplikované davky. Osa Y znaci
procentualni zastoupeni potkani (%), ktefi dosli, nebo nedosli na konec Zebtiku. Tmavé Cervena barva
znazornuje ty, ktefi az na konec zebfiku dosli a Seda barva naopak ty, kteti nedosli.

7.2.7 Jumping down with choice test

Tento test byl proveden orientaéné pouze jednou u skupiny 31 dennich potkand.
Z 21 potkant 7 neskocilo z ploSiny do akvarka viibec a 1 skoc€il do prazdného akvarka
misto k sourozenciim. Podle dévek se jedna o 3 potkany z 8 u PPG v davce 10 mg/kg, 3
z 8 u PPG v davce 5 mg/kg a 2 z 5 u skupiny kontrolni. Tento test slouzi pro vySetieni

miry anxiety a bylo by vhodné ho zatadit pti dalSim testovani této latky (viz Graf 19).
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Graf 19: Sloupcovy graf predstavujici vysledky jumping down testu u 31 dennich potkanti po
dlouhodobém podani PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den). Osa X znaci jednotlivé
aplikované davky. Na ose Y je zaznamenan ¢as (s), za ktery potkani skocili z ploSiny do akvarka. Modra
barva znaci vrh A a ¢ervena barva vrh B.

7.2.8 Passive avoidance test

Test passive avoidance byl proveden ve véku 29 dni, poté byl zopakovan po 1 a
24 hodinach pro zhodnoceni moznosti ovlivnéni kratkodobé a dlouhodobé paméti. Déle
byl zopakovan za 23 dni (P52) pro zjisténi délky zapamatovani podnétu. Po prvotnim
testu a fazi uceni, kdy kazdy potkan vlezl do tmavé Casti pfistroje a dostal lehky
elektricky vyboj do pacek, ani jeden z potkanti pfi opakovani testu nevlez do tmavé
¢asti zafizeni. Coz miZze naznaCovat, ze aplikovana latka nema vliv na ovlivnéni jak

kratkodobé, tak dlouhodobé paméti (viz Graf 20).
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Effect of PPG on passive avoidance
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Graf 20: Sloupcovy graf pfedstavujici vyhodnoceni latence vstupu do tmavého prostoru po dlouhodobém
podani PPG (P7-P11 — aplikace 7. az 11. postnatalni den) ve véku zvifat 29 dni. Osa X znazoriuje
jednotlivé aplikované koncentrace latek. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10
ml/kg. Ostatni dvé skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa Y znaci Cas (s), za
ktery zvitata vlezla do tmavého prostoru. Nejsvétlejsi sloupec znadi fazi u¢eni, kdy po vstupu do tmavé
Casti zafizeni zvifata dostavala elektrické ranky do tlapek. Tmavsi sloupce zleva doprava: vybaveni za 1
hodinu, za 24 hodin a za 23 dni po akutnim uceni. Vysledky vSech testi po pocate¢nim uceni jsou
signifikantné delsi nez latence pii uceni.

7.2.9 Open field test

Z hlediska vysokého poctu testovanych vékovych skupin u dlouhodobych
ucinkl musely byt vysledki open field testu rozd€leny do vice grafi.

Vyhodnoceni uslé vzdalenosti, kdy se v jednotlivych davkovych kategoriich
porovnavaly v€kové skupiny, neprokdzalo zadné signifikantni zmény (viz Graf 21).
Oproti kontrolni skupiné doslo v priméru k mirnému snizeni uslé celkové vzdalenosti u
obou skupin s davkami PPG. Postupem vyvoje doslo az do 21. dne ke zvySovani uslé
vzdélenosti ve vSech davkovych skupinach. Zajimavym poznatkem je, Ze ve vSech tiech
davkovych skupinach doslo ke snizeni poctu uslych milimetri u 25 a 31 dennich

potkand. Primérné nejdelsi vzdalenost byla usla u 21 a 60 dennich.
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Graf 21: Sloupcové diagramy piedstavujici vysledky uslé vzdalenosti z testu open field u 12 az 60 denni
vyvojové skupiny po dlouhodobém podani PPG — kdy jsou pod sebou zndzornény tii aplikované
koncentrace. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny
s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa X znaci jednotlivé vékové kategorie potkant 12
az 60 dennich (days). Osa Y znazoriiuje ve viech piipadech uslou vzdalenost (mm). Zadné signifikantni

zmény zde nebyly zaznamenany.

Pfi hodnoceni uslé vzdalenosti v jednotlivych vékovych kategoriich byly

zjistény signifikantni zmény u 15 dennich potkant, kdy doslo ke snizeni uslé

vzdalenosti po aplikaci PPG v davce 5 1 10 mg/kg oproti kontrolni skupiné. Také u 25

dennich zvifat doslo ke snizeni vzdalenosti po aplikaci PPG v davce 5 mg/kg oproti

kontrole. Postupné behem vyvoje doslo obecné ke zvyseni vzdalenosti (viz Graf 22).
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Graf 22: Sloupcové diagramy predstavujici vysledky uslé vzdalenosti z testu open field po dlouhodobém
podani PPG — kdy jsou pod sebou zndzornény jednotlivé vékové skupiny 12 az 60 denni a v kazdé jsou
porovnany zmény vzdalenosti v jednotlivych aplikovanych davkach. U kontrolni skupiny C bylo
aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10
mg/kg. Osa X znazoriiuje ve vSech ptipadech tii aplikované davky (mg/kg, ml/kg). Osa Y znaci uslou
vzdalenost (mm). Hvézdicka (¥) znacni vzdy signifikantni zménu uslé vzdalenosti oproti kontrolnim
skupinam.

Vysledky zmén rychlosti chlize pti open field testu z pohledu porovnani
jednotlivych vékovych zmén ukazali postupné zvySovani rychlosti ve vSech tfech
davkovych kategoriich, kdy signifikantni zvySeni bylo zaznamenéano u vSech davek 60
dennich potkanii oproti ostatnim vékovym kategoriim. Déle u kontrolni skupiny bylo
zjiSténo vyznamné sniZeni rychlosti u 12 dennich potkani oproti vSem ostatnim
vékovym skupinam. Po aplikaci PPG jak v davce 5 mg/kg, tak 1 10 mg/kg doslo
k signifikantnimu snizeni rychlosti chiize u 12 dennich potkant oproti 18 dennim a

starSim (viz Graf 23).
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Graf 23: Sloupcové diagramy piedstavujici vysledky rychlosti chiize z testu open field u 12 az 60 denni
vyvojové skupiny po dlouhodobém podani PPG — kdy jsou pod sebou zndzornény tii aplikované
koncentrace. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny
s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa X znaci jednotlivé vékové kategorie potkant 12
az 60 dennich (days). Osa Y znazoriiuje ve vSech ptipadech rychlost chiize (cm/s). Hvézdicka (*) znaci
signifikantni zvySeni rychlosti oproti vSem ostatnim vékovym skupinam. Kiizek (#) znaci sniZeni
rychlosti oproti vS§em ostatnim vékovym skupinam. Kole¢ko (O) znaéi signifikantni sniZeni rychlosti
oproti 18 dennim a star§im potkandm.

Porovnani rychlosti chiize po aplikaci tii davek v jednotlivych vékovych
kategoriich ukazuje signifikantni zmény u 15, 21 a 25 dennich potkanti. U 15 dennich
doslo k vyznamnému snizeni rychlosti po aplikaci PPG v davkach 5 a 10 mg/kg oproti
kontrole. U 21 dennich potkani doslo k vyznamnému snizeni rychlosti po aplikaci PPG
v davce 10 mg/kg oproti kontrolni skupiné. U 25 dennich potkanti doslo po aplikaci 5
mg/kg k signifikantnimu sniZeni rychlosti oproti kontrolni skupiné (viz Graf 24). 1

z tohoto grafu je patrné postupné zvySovani rychlosti chiize se zvySujicim se vékem.
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Graf 24: Sloupcové diagramy predstavujici vysledky rychlosti chiize z testu open field po dlouhodobém
podani PPG — kdy jsou pod sebou zndzornény jednotlivé vékové skupiny 12 az 60 denni a v kazdé jsou
porovnany zmény rychlosti v jednotlivych aplikovanych davkach. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano
CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa
X znazornuje ve vSech pripadech tii aplikované davky (mg/kg, ml/kg). Osa Y znaci rychlost chiize (cm/s).
Hvézdicka (*) znacni vzdy signifikantni zménu rychlosti chtize oproti kontrolnim skupinam.

Zjistovanymi parametry ohledné sttedu open fieldu byly latence Casu, za ktery
se do né&j poprvé dostanou, kolikrat do néj dosli a Cas straveny ve stiedu open fieldu.
Tato ¢ast testu spiSe souvisi s vlivy na behavioralni chovani, zejména vypovida o mife
anxiety.

Vysledky zmén casu latence prvniho vstupu do stfedu open fieldu z pohledu
porovnani jednotlivych v€kovych zmén ukazali postupné mirné zvySovani Casu ve
vSech davkovych kategoriich (viz Graf 25). U kontrolni skupiny doSlo u 15 dennich
potkanl ke sniZeni Casu latence oproti 12 dennim. U 31 dennich doslo ke sniZeni ¢asu
latence oproti 25 dennim a 60 dennim potkanim. U skupiny s aplikaci PPG v davce 5
mg/kg doslo ke zvySeni Casu oproti ostatnim vyvojovym stadiim zejména u 21, 25 a 60
dennich zvifat. U skupiny s aplikaci PPG v davce 10 mg/kg doSlo ke zvySeni Casu
latence u 18 a 21 dennich potkanii oproti vSem ostatnim vékovym kategoriim

s vyjimkou 60 dennich.
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Graf 25: Sloupcové diagramy piedstavujici latenci ¢asu prvniho dosazeni stfedu open fieldu u 12 az 60
denni vyvojové skupiny po dlouhodobém podani PPG — kdy jsou pod sebou znazornény tii aplikované
koncentrace. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny
s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa X ve vSech pfipadech znaci jednotlivé vékové
kategorie potkanti 12 az 60 dennich (days). Osa Y znazoriiuje ve vSech cas (s), za ktery potkan poprvé
dogel do stfedu open fieldu. Zadné signifikantni zmény zde nebyly zaznamenény.

60 days

Z porovnani zmén po aplikaci tfi riznych davek v jednotlivych vékovych
kategoriich se Cas latence prvniho vstupu do stfedu open fieldu postupné zvysuje.
OvSem u 31 dennich potkani se Cas latence sniZil po aplikaci vSech tfech zadanych
latek. Nejveétsi zmeéna byla pozorovana u 25 dennich potkanli po aplikaci PPG v davce 5
mg/kg, kdy doSlo ke zvySeni Casu latence oproti kontrolni skupiné i davce PPG 10

mg/kg (viz Graf 26).
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Graf 26: Sloupcové diagramy predstavujici vysledky latence ¢asu prvniho dosazeni stiedu open fieldu po
dlouhodobém podéani PPG — kdy jsou pod sebou znazornény jednotlivé vékové skupiny 12 az 60 denni a
v kazdé jsou porovnany zmény rychlosti v jednotlivych aplikovanych davkach. U kontrolni skupiny C
bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a
10 mg/kg. Osa X znazorhuje ve vSech ptipadech tfi aplikované davky (mg/kg, ml/kg). Osa Y znazoriuje
ve viech ¢as (s), za ktery potkan poprvé dosel do stfedu open fieldu. Zadné signifikantni zmény zde
nebyly zaznamenany.

Z pohledu porovnani jednotlivych vékovych zmén, jsme zjistili, Ze u kontrolni
skupiny doslo u 15 a 31 dennich potkanl ke zvySeni frekvence vstupu do centra open
fieldu oproti ostatnim vyvojovym skupinam. Naopak snizeni frekvence jsme
zaznamenali u 25 a 60 dennich zvitat oproti ostatnim. U skupiny s aplikaci PPG v davce
5 mg/kg jsme vyhodnotili snizeni frekvence u 15, 18, 25 a 60 dennich potkana oproti
ostatnim. Nejvétsi frekvence piekroceni stfedu open fieldu byla zaznamenana u 31
dennich zvitat. U skupiny s aplikaci PPG v davce 10 mg/kg jsme vyhodnotili sniZeni
frekvence u 15, 18, 21 a 25 dennich potkanli oproti ostatnim. Ke zvySeni naopak doslo

oproti ostatnim u 31 a 60 dennich zvitat (viz Graf 27).
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Open field - center - frequency of visits

Effects of PPG (P7-P11)
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Graf 27: Sloupcové diagramy piedstavujici frekvenci vstupd do stfedu open fieldu u 12 az 60 denni
vyvojové skupiny po dlouhodobém podéani PPG — kdy jsou pod sebou zndzornény tii aplikované
koncentrace. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny
s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa X ve vSech piipadech znaci jednotlivé vékové
kategorie potkanti 12 az 60 dennich (days). Osa Y znazorfuje ve vSech pocet vstupti do stiedu open fieldu
(N). Zadné signifikantni zmény zde nebyly zaznamenany.

Frekvence vstupii do stfedu open fieldu byla po aplikaci tii davek v jednotlivych
veékovych kategoriich signifikantné sniZena zejména u 15 dennich potkani po aplikaci

PPG v davce 5 a 10 mg/kg oproti kontrole (viz Graf 28).
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Open field - center - frequency of visits

Effects of PPG (P7-P11)
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Graf 28: Sloupcové diagramy piedstavujici vysledky frekvence vstupti do stfedu open fieldu po
dlouhodobém podéani PPG — kdy jsou pod sebou znazornény jednotlivé vékové skupiny 12 az 60 denni a
v kazdé jsou porovnany zmény rychlosti v jednotlivych aplikovanych davkach. U kontrolni skupiny C
bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a
10 mg/kg. Osa X znazornuje ve vSech pfipadech tfi aplikované davky (mg/kg, ml/kg). Osa Y znazoriuje
ve vSech pfipadech pocet vstupti do stfedu open fieldu (N). Hvézdi¢ka (*) znali signifikantni snizeni
poétu vstupt do stfedu u 15 dennich potkant po aplikaci PPG v davce 5 a 10 mg/kg oproti kontrolni
skupiné.

U kontrolni skupiny doslo ke zvySeni €asu stravené¢ho ve stiedu open
fieldu u 15 a 31 dennich zvifat oproti ostatnim vyvojovym stadiim. Od 18
dennich potkanti doSlo ke sniZeni Casu u 21 a 25 dennich potkand. Ke sniZeni
také doslo u 60 dennich potkanti vii¢i 31 dennim. U skupiny s aplikaci PPG v davce
5 mg/kg jsme vyhodnotili zvySeni Casu stravené¢ho ve stiedu u 31 dennich potkant
oproti vS§em ostatnim. Nejnizsi Cas ve stfedu byl zaznamenan u 60 dennich zvitat. U
skupiny s aplikaci PPG v davce 10 mg/kg jsme zjistili s postupujicim vékem ke
sniZovani €asu straveného ve stfedu, kromé skupiny 31 dennich, kdy jejich ¢as byl vyssi

nez vSech ostatnich (viz Graf 29).
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Open field - time spent in the center
Effects of PPG (P7-P11)
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Graf 29: Sloupcové diagramy predstavujici celkovy Cas straveny ve stiedu open fieldu u 12 az 60 denni
vyvojové skupiny po dlouhodobém podani PPG — kdy jsou pod sebou zndzornény tii aplikované
koncentrace. U kontrolni skupiny C bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny
s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a 10 mg/kg. Osa X ve vSech piipadech znaci jednotlivé vékové
kategorie potkand 12 az 60 dennich (days). Osa Y znazoriiuje ve vSech ptipadech Cas (s) straveny ve
sttedu open fieldu. Zadné signifikantni zmény zde nebyly zaznamenény.

Cas straveny v centru open fieldu byl po aplikaci tii davek v jednotlivych
vékovych kategoriich signifikantné sniZzen u 15 dennich potkani po aplikaci PPG

v davkach 5 a 10 mg/kg oproti kontrole (viz Graf 30).
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Open field - time spent in the center
Effects of PPG (P7-P11)
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Graf 30: Sloupcové diagramy piedstavujici vysledky celkového Casu straveného ve stfedu open fieldu po
dlouhodobém podéani PPG — kdy jsou pod sebou znazornény jednotlivé vékové skupiny 12 az 60 denni a
v kazdé jsou porovnany zmény rychlosti v jednotlivych aplikovanych davkach. U kontrolni skupiny C
bylo aplikovano CDX v mnozstvi 10 ml/kg. Ostatni dvé skupiny s aktivni latkou PPG v koncentracich 5 a
10 mg/kg. Osa X zndzornuje ve vSech ptipadech tfi aplikované davky (mg/kg, ml/kg). Osa Y znazoriuje
ve vSech pfipadech cas (s) straveny ve stfedu open fieldu. Hvézdicka (*) znaci signifikantni sniZeni ¢asu
straveného ve stfedu u 15 dennich potkanti po aplikaci PPG v davce 5 a 10 mg/kg oproti kontrolni
skupiné.
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7.3 Vysledky hypotéz

Hodnoceni hypotéz programem SigmaStat® (SYSTAT):

Hypotéza 1
Ho: byla zamitnuta, tj. motorika se v pritbé¢hu vyvoje méni.

Hypotéza 2
Ho: byla zamitnuta, tj. motorika potkand se po podani testované latky oproti kontrolni
skuping signifikantné¢ méni alesponl v jednom motorickém testu.

Hypotéza 3
Ho: byla ve vétsin¢ pfipadii potvrzena, nalezli jsme jen malé Casové posuny, tj.
opakované podani v ¢asném vyvojovém obdobi ve vétSin¢ pripadi neovlivni
dlouhodoby vyvoj motoriky potkani.

Hypotéza 4
Ho: byla potvrzena, tj. testovana latka signifikantn¢ neovliviiuje kratkodobou ani

dlouhodobou pamét.
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8 DISKUZE

Pfi tvorbé resSerSe ktéto diplomové praci jsem narazila na zajimavou
problematiku v souvislosti s nejednotnosti nazvoslovi zékladnich dvou skupin
steroidnich latek s vlivem na nervovou tkan. Obecné je znamé rozdéleni na exogenni a
endogenni steroidy, nebo na neuroaktivni steroidy a neurosteroidy, které sice maji
podobné ucinky, ale nejedna se o synonyma.

Termin neurosteroidy poprvé pouzil Baulie v 80. letech 20. stoleti k popisu
endogennich steroidii syntetizovanych v CNS zcholesterolu nebo sterolovych
prekurzori (Baulieu, 1997). Naopak po prokézani schopnosti jak exogennich tak i
endogennich steroidti modulovat funkce nervového systému navrhl Paul a Prudy (1992)
pro tyto latky termin neuroaktivni steroidy. Ten je ale v dne$ni dobé pfipisovani
synteticky vytvofenym neurosteroidiim (Dorda et al., 2001). Ptikladem mtiZze byt prace
Morey et al. (2019) z USA, kde zkoumaji mozny pozitivni vliv hladiny neuroaktivnich
steroidi na S$itku cerebralniho kortexu u valeénych veteran. Zde ovSem méfili
koncentrace 7 neuroaktivnich steroidd, jako napiiklad allopregnanolonu, pregnenolonu
a progesteronu, kdy tyto latky se pfirozené vyskytuji a tvoii v nervovém systému
Cloveéka, tudiz oznaceni neuroaktivni steroidy je nespravné a meélo by se mluvit o
neurosteroidech.

Cilem prace bylo zjistit vliv vybraného neuroaktivniho steroidu
pregnanolonpyroglutamatu zejména na motoriku mlad’at laboratorniho potkana a mozna
implementace téchto vysledkli na klinické vyuziti a dalSi testovani. Toto testovani
nezadoucich G&ink je daleZité, protoZe pii mapovani nékolika desitek latek v FGU AV
CR byly prokazany antikonvulzivni u¢inky zejména u ndmi vybraného
pregnanolonpyroglutamétu. Z internich vysledki FGU doposud vyplyvé, Ze silngjsi
antikonvulzivni U€inek byl zaznamenan u zachvatii mlad’at laboratorniho potkana zatim
na dvou modelech indukovanych pentylentetrazolem a transkornedlni stimulaci
frekvenci 6 Hz. Zajimavosti je, Ze pregnanolonpyroglutamat je doposud jedinym
neuroaktivnim steroidem, ktery byl testovdn v motorickych testech u mladat
laboratorniho potkana, stejné tak 1 v passive avoidance test.

UCHOB vzhledem k potencialnimu kladnému antikonvulzivnimu efektu
pregnanolonpyroglutamatu zadal také farmakokinetickou studii této latky. Z internich

sdéleni vyplyva relativné rychly pokles hladin v plasmé, o néco pomalejsi v mozku. To
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pfindsi moznost vyuziti spiSe v akutnich situacich, zejména pro status epilepticus. To by
mohlo byt pfedmétem dalSiho testovani.

Z nasich dosavadnich poznatkl o této latce vyplyva, ze pifechodné po akutnim
podani a neadekvatni davce latky vzhledem k véku a hmotnosti mize dojit k lehkému
ovlivnéni motoriky, ale z dlouhodobého hlediska zadné negativni ucinky z pohledu
motoriky nezlstavaji.

Zajimavy poznatek experimentu jsme objevili pfi testovani chlze po
pravidelném Zzebtiku (ktery byl provadén vzdy pred testem chlize po nepravidelném
zebtiku). Kdy jak u akutnich tak dlouhodobych G¢inkd pregnanolonpyroglutamatu jsme
zjistili tendenci k tomu, ze kontrolni skupina s aplikovanym cyklodextrinem ma nizsi
procento zvitat, kteti dosli az na konec Zebtiku, a naopak pregnanolonpyroglutamat toto
procento zvySuje. CoZz muze napiiklad naznacovat vliv latky na motivaci, anxietu, nebo
motoriku a potencionalné by mélo byt dale prostudovano.

Vlivem neuroaktivnich steroidi nebo neurosteroidii se v poslednich letech
zabyva ¢im dal vice praci, coz naznacuje zdjem o zkoumani jejich vlivu na organismus
a poptipadé jejich vyuziti v klinické praxi.

Naptiklad prace Barker-Haliski et al. (2016) testovala vliv n€¢kolika antiepileptik
na motoriku potkani po akutnim poddni. K ucelu zjisténi spontanni motoriky byl
vybran openfield test, kdy byla zvifata monitorovana po dobu 10 minut. Vysledky
ukazaly signifikantni sniZeni motorického chovani pifi davce TDS50 naptiklad u
Valproatu, Carbamazepinu a Fenobarbitalu. Zejména se zkratila celkova vzdalenost,
kterou usli a také stavéni na zadni. To souhlasi s naSimi vysledky akutnich uc¢inkd PPG,
kdy doslo k negativnimu ovlivnéni motoriky zejména v testu open field, bar holding a i
v testech chiize po zebficich.

Zajimavym experimentem je prace Snyder a Peeke (2001), kde zjistuji vliv
neuroaktivnich steroidi na GABA-A receptory a pokracuji v praci, ktera zahrnovala
efekt benzodiazepinu na motorickou aktivitu u humrd (Homarus Americanus).
Aplikované aktivni latky byly rozpustény v oleji ze sdjovych bobtl. Pouzity byly 3a-
hydroxy-5a-pregnan-20-one (allopregnanolon, 3a,50- TH PROG) jako agonista GABA-
A receptoru a pregnenolon sulfait (PREGS) jako antagonista. Kontrolni skupiné byl
podéan pouze olej ze sdjovych bobii. Pro jednoduché testovani lokomoce byl vytvotren
aparat ponofeny v tekouci slané vodé podle klasického open fieldu pouzivaného u
obratlovct. Okraje byly vytvofeny z ¢erného materidlu. Kruhovity tvar zatizeni snizoval

moznost, ze se humr stahne do rohu jako do svého krytu. Pfedesl4 prace demonstrovala,
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ze humii stravi nejvice ¢asu po okrajich kruhovité arény (coz je totozné s chovanim
suchozemskych laboratornich zvifat, jako napiiklad potkand). Na zacatku byl humr
polozen do stfedu zafizeni a méfil se Cas, za jak dlouho doleze ke stén¢ arény. Dale byla
také méfena vzdalenost, kterou za dobu 18 minut testovani humii urazili. Vysledkem
bylo sniZzeni motorické aktivity po podani 30,50- TH PROG, zatimco PREGS
signifikantné zvysil aktivitu v zdvislosti na dévce. Coz naznaCuje, Ze neuroaktivni
steroidy ovliviiuji podobné GABA receptory jak u korysu, tak i u obratlovcti a maji vliv
na motorické chovani.

Potencialni vyuziti latek steroidni povahy s ii¢inkem na CNS v klinické praxi je
Siroké a potvrzené mnoha studiemi. Napiiklad v Ceské republice se tématu
neurosteroidll a neuroaktivnich steroidil, a zejména vlivu téchto latek na pamét’ a uceni
vénuje napiiklad RNDr. Karel Vales, PhD. V praci z roku 2011 testovali s kolegy 3a5p-
pregnanolon glutamat, jakozto antagonistu NMDA receptord. Jelikoz NMDA receptory
jsou jedny z nejrozsifenéjSich v CNS uvadi, ze aplikace jejich antagonisti ¢asto vede
k zavaznym vedlejSim ucinkiim od zhorSeni motoriky po indukci psych6z podobnych
schizofrenii. Vysledky ukazaly, Ze sledovana latka nezvySuje psychomimetické
symptomy (jako hyprelokomoci a senzomotoricky deficit), redukuje excitotoxické
poskozeni mozkové tkan¢ a nésledné nezadouci behavioralni zmény u potkand. Coz
pfineslo moznost nového terapeutického vyuziti dané latky pro lécbu onemocnéni
zpusobenych zvySenou reakci NMDA receptorii (Rambousek et al, 2011).

Dal$im potenciondlnim vlivem téchto steroidnich latek by mohl byt podle
prehledového ¢lanku Schiile et al. (2011) také na afektivni poruchy, jako deprese a
anxieta. Béhem deprese se zvySuje koncentrace steroidnich latek, jako naptiklad 3B,5a-
tetrahydroprogesteronu, které mohou pusobit jako antagonist¢é GABA-ergnich steroida.
Néktera antidepresiva poté maji vliv na enzymy kli¢ové pro neurosteroidogenezi a
normalizuji nerovnovahu neurosteroidd. DalSim dilezitym prvkem v této problematice
je translokatorovy protein (TSPO). Ligandy TSPO zvySuji neurosteroidogenezi a jsou
moznym zdrojem pro vytvofeni novych anxiolytickych 1€kti, které by nezplisobovaly
vedlejSich Ucinky, jenZ se normalné vyskytuji pii uziti naptiklad benzodiazepint, jako

sedace a vznik tolerance.
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ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit vliv nové syntetizovaného neuroaktivniho steroidu
pregnanolonpyroglutamatu (PPG) na motoriku mlad’at laboratorniho potkana. Testovani
probihalo ve dvou fazich.

Nejdiive jsme se zaméfili na sledovani motoriky laboratorniho potkana po
akutnim podani pregnanolonpyroglutamatu.

Pfi hodnoceni surface righting testu bylo zjiSténo zvySeni casu pro otoceni ze
zad na bficho pouze u 12 dennich potkanti, zejména u davek 5 mg/kg (6 z 10) a 10
mg/kg (7 z 10) oproti kontrolni skuping.

Bar holding test neprokdzal Zadné vyznamné zmény. Pouze je z grafu patrné
postupné zvySovani Casu pro udrzeni na hrazd¢é se zvysSujicim se vyvojovym vékem
potkant. Od 18. dne jsme zaznamenali, ze n¢ktefi potkani vylezli na hrazdu.

Test negative geotaxis provedeny pouze u 12 dennich potkanii prokazal
signifikantni zvySeni ¢asu oproti kontrolni skupiné po aplikaci PPG v davce 10 mg/kg.

Z grafu wire mesh ascending testu vyplyva, ze se doba pro vylezeni na plosinu
oproti kontrole signifikantné snizila po aplikaci PPG v davce 5 mg/kg.

Chtize po pravidelném a nepravidelném horizontalnim zebtiku testovand u 18 a
25 dennich potkani neprokazala Zadné vyznamné zmény v ¢ase ani chybovosti. Pouze
je z graft patrné, Ze u 18 dennich jsou jak Cas, tak chybovost primérné vyssi, nez u 25
dennich. U 25 dennich potkanli jsme pii chlizi po pravidelném Zzebiiku pozorovali
s narustajici davkou PPG dokonce postupné snizovani ¢asu pro dokonceni testu. Také
jsme u této veékové kategorie zaregistrovali pii chiizi po nepravidelném Zebiiku
postupné zvySovani poc¢tu provedenych chyb oproti kontrole.

Open field test byl proveden u vSech ttech vékovych kategorii. Hodnocena byla
latence prvniho vstupu do stfedu, frekvence vstupli, Cas straveny ve stfedu, usla
vzdalenost a rychlost chiize v open fieldu. V kazdé vékové kategorii byly zaznamendny
urcité vyznamné zmény. U 12 dennich potkani bylo zaznamenano signifikantni sniZeni
frekvence vstupli do stfedu open fieldu oproti kontrole po aplikaci PPG v dévce 10
mg/kg. V této vékové kategorii doslo také ke zvySeni uslé vzdalenosti po aplikaci PPG
v davkach 1 a 5 mg/kg oproti davce 10 mg/kg. Z pohledu rychlosti doslo ke zvySeni po
aplikaci PPG v davkach 1 a 5 mg/kg oproti davce 10 mg/kg.
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U 18 dennich potkant bylo zjisténo vyznamné sniZeni frekvence vstupti do
stiedu open fieldu oproti kontrole a zaroven oproti ddvce PPG 1 mg/kg po aplikaci PPG
v davce 10 mg/kg. Déle také doslo ke snizeni uslé vzdalenosti po aplikaci PPG v davce
10 mg/kg oproti kontrole a také bylo zaznamenano zvysSeni uslé vzdalenosti po aplikaci
PPG v davce 1 mg/kg oproti ddvkam 5 a 10 mg/kg. Rychlost chlize byla snizena po
aplikaci PPG 10 mg/kg oproti kontrole a zarovent doslo ke zvySeni rychlosti chiize po
aplikaci PPG v davce 1 mg/kg oproti davkam 5 a 10 mg/kg.

U 25 dennich potkanii bylo zaznamenano snizeni Casu prvniho vstupu do stiedu
open fieldu oproti kontrole po aplikaci PPG v davce 5 mg/kg. Dale také doslo k
signifikantnimu zvyseni frekvence vstupti do stfedu open fieldu oproti kontrole po
aplikaci PPG u davek 5 a 10 mg/kg a ke zvySeni doslo také po aplikaci PPG 5 mg/kg
oproti davce PPG 1 mg/kg. Vyznamné se také zvysil Cas straveny v centru open fieldu
oproti kontrolni skupiné u vSech tiech aplikovanych davek PPG (1, 5 a 10 mg/kg).
Zvyseni uslé vzdalenosti bylo zaznamenano po aplikaci PGG v davce 5 mg/kg oproti
kontrolni skupiné a davce 1 mg/kg. ZvySeni rychlosti u této v€kové skupiny bylo
zjisténo po aplikaci PPG v davce 5 mg/kg oproti kontrole a ddvkam 1 a 10 mg/kg.

Dalsi testovani bylo zaméfeno na zmény motoriky po dlouhodobé aplikaci
pregnanolonpyroglutamatu.

Pii vySetfeni surface righting testu nebyly zjiStény Zadné zmény po aplikaci
PPG.

Z hodnoceni bar holding testu vyplyva, Ze po aplikaci PPG nedoslo k zadnym
signifikantnim zménam. V grafu nebyly zaznamenany vysledky 60 dennich potkant,
protoze ti se snazili z hrazdy spiSe aktivng slézt. Tuto skutecnost pfisuzuji spise vysSimu
vyvojovému stadiu. MiZeme ale pozorovat postupné zvySovani doby udrzeni na hrazdé
s postupujicim vékem a ob& dvé davkové kategorie PPG vykazovaly primérné vyssi Cas
pro udrZeni na hrazdé oproti kontrolni skupiné. Od 18. dne jsme zaznamenavali, zda
potkan vyleze na hrazdu, kdy v této skupiné §lo o 2 potkany z 21. U 21 dennich potkanti
vylezlo na hrazdu 10 z 21 zvifat. U 25 dennich se jedna o 11 z 21 potkanti a u 31
dennich 7 z 21 zvifat.

Z hodnoceni negative geotaxis testu provedeného u 12 a 15 dennich potkana
nedoslo k prokazani zadnych signifikantnich zmén. Cas pro otogeni kontrolni skupiny u
obou vekovych kategorii byl vZdy niz$i nebo stejny, nez po aplikaci davek PPG. U 15
dennich potkanii doSlo primérné ke sniZeni ¢asu ve vSech aplikovanych davkach oproti

12 dennim.
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Signifikantni zména u wire mesh ascending testu byla zaznamenana u 15
dennich potkanti, kdy doslo ke snizeni ¢asu pro vylezeni na ploSinu po aplikaci PPG
v davce 5 mg/kg oproti kontrole a zaroven oproti 12 dennim potkantim.

Z hodnoceni chiize po pravidelném zebiiku jsme zaznamenali signifikantni
zvySeni poctu chyb u 21 dennich potkand oproti kontrole. V porovnani jednotlivych
davek vyslo signifikantni snizeni poctu chyb kontrolni skupiny u 21, 25, 31 a 60
dennich potkanii oproti 18 dennim. U skupiny sPPG 5 a 10 mg/kg doslo
k signifikantnimu snizeni chybovosti u 25, 31 a 60 dennich potkana oproti 18 dennim.
Zaroveh také se zvySujicim se vékem dochazi obecné ke sniZeni chybovosti. Cas
k dokonceni testu se témet nemenil. Zajimavym poznatkem je, ze u 18, 21 a 60 dennich
potkanti ani polovina nedosla na konec zebiiku po aplikaci vSech davek.

Z hodnoceni chlize po nepravidelném zebiiku vychdzi signifikantni sniZeni
v chybovosti pfi chizi po zebtiku po aplikaci PPG v davkach 5 a 10 mg/kg u 21 a 60
dennich potkanti oproti 18 dennim potkantim. Chybovost se primérn¢ se zvysujicim se
vékem snizuje. Cas pro dokonéeni testu se témét neménil. Zajimavym poznatkem je, Ze
u 18, 21 a 60 dennich potkanti ani polovina z nich nedosla na konec zebtiku po aplikaci
vSech davek.

Passive avoidance test prokazal, ze po dlouhodobé aplikaci nedochazi
k ovlivnéni jak kratkodobé, tak i dlouhodobé paméti.

Orienta¢né provedeny jumping down with choice test u 31 dennich potkant
udava, ze 3 z 8 potkani po aplikaci PPG v davce 51 10 mg/kg a 2 z 5 po aplikaci CDX
nesplnili zadany ukol.

Oproti kontrolni skupiné€ doslo v testu open field v priméru k mirnému sniZeni
uslé celkové vzdalenosti u obou skupin s davkami PPG. Zajimavym poznatkem je, Ze ve
vSech tfech davkovych skupiniach doSlo ke sniZeni poc¢tu uslych milimetrii u 25 a 31
dennich potkan. Primérné nejdelsi vzdalenost byla usla u 21 a 60 dennich.
Signifikantni snizeni u$lé vzdalenosti bylo zaznamenano u 15 dennich potkanii po
aplikaci PPG v davce 5 a 10 mg/kg oproti kontrole a také u 25 dennich potkant po
aplikaci PPG v davce 5 mg/kg oproti kontrole.

Rychlost chlize v open fieldu byla signifikantné vyssi u 60 dennich potkanii ve
vSech tfech davkovych kategoriich. U kontrolni skupiny potom také bylo zjiSténo
vyznamné sniZeni rychlosti oproti ostatni vyvojovym stadiim. U skupiny s aplikaci PPG
v davce 5 a 10 mg/kg doslo u 12 dennich potkanti ke sniZeni rychlosti oproti 18 dennim

a star§im potkantim. Signifikance ohledn€ sniZeni rychlosti byly také zaznamenany u 15
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dennich potkant po aplikaci PPG v dévce 5 a 10 mg/kg oproti kontrole. Dale taktéz u
21 dennich potkanti po aplikaci PPG v ddvce 10 mg/kg oproti kontrole a u 25 dennich
po aplikaci PPG v davce 5 mg/kg oproti kontrole.

Cas latence vstupu do stiedu open fieldu byl nejvyssi po aplikaci PPG v davce 5
mg/kg u 21 a 25 dennich potkani oproti vSem ostatnim. Zajimavé je, Ze u 31 dennich
potkanii doslo ke snizeni ¢asu latence po vSech aplikovanych davkach.

Frekvence vstupu do stfedu open fieldu se v jednotlivych davkach vlivem véku
zdsadné¢ nemeéni. OvSem signifikantni sniZzeni frekvence vstupu do stiedu jsme
vyhodnotili u 15 dennich potkanii po aplikaci PPG v davce 5 a 10 mg/kg oproti
kontrole.

Celkovy cas straveny ve stiedu open fieldu je nejvice zvySen oproti ostatnim
vekovym skupindm u 15 a 31 dennich potkanid ve skupiné kontrolni. 31 denni potkani
vykazuji nejdelsi Cas strdveny ve stfedu open fieldu ve vSech trech davkovych
skupinach. Nejnizsi ¢as ve vsech tfech davkovych skupinach jsme naopak zaznamenali
u 60 dennich potkant. Signifikantni sniZeni ¢asu ve stiedu open fieldu byl vyhodnoce u
15 dennich potkanti po aplikaci PPG v davce 5 a 10 mg/kg oproti kontrole.

Tato studie potvrzuje, ze po podani pregnanolonpyroglutamatu nedochazi
z dlouhodobého hlediska k ovlivnéni motorickych schopnosti. Zarovenn by se mohlo
predpokladat, Ze by po poddni nemélo dojit k ovlivnéni kratkodobé a dlouhodobé
paméti. Dalsi testovani by mélo byt zameéteno na vliv této latky napiiklad na kognitivni
funkce nebo na motivaci. Z farmakokinetickych vlastnosti této latky vyplyva moznost
vyuziti pro pacienty se status epilepticus, coZ je dalSim bodem v navazujicim zkoumani.

Moznost U€astnit se tohoto experimentu a zjisténi, kolik prace a usili se skryva
za vyvojem novych l1é€iv, pro mne byla velmi inspirativni a donutila mne vice nad touto
problematikou ptfemyslet. Védeckd prace obndsi mnoho tUskali a velice si diky této
zkuSenosti pracovnikll ve vyzkumu vazim. Myslim si, ze pravé i z pohledu fyzioterapie
je potieba u pacientll zejména s chronickou farmakoterapii dobie znat uzivané I¢ky a

jejich mozné vedlejsi ucinky.
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