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2.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
BDNF brain-derived neurotrophic factor
CNS centralni nervovy systém
DI-D10 1.-10. den pokusu v Morrisové vodnim bludisti
DRPLA dentatorubralni palidoluysicka atrofie (dentatorubral-palidoluysian atrophy)
E embryondlni vyvoj
FGF14 fibroblastovy rastovy faktor 14 (fibroblast growth factor 14)
GFP zelené fluoreskujici protein (green fluorescent protein)
GluRo2 02 podjednotka glutamatového receptoru
J jih, jedna ze startovnich pozic v Morrisové vodnim bludisti
K kontrola, kontrolni operace
Lc Lurcher (+/Lc)
LTP dlouhodobd potenciace (long-term potentiation)
MVB Morrisovo vodni bludisté
n rozsah souboru
NS nesignifikantni
obr. obrazek
Pcd Purkinje cell degeneration
R trénink na rotarodu
S sever, jedna ze startovnich pozic v Morrisové vodnim bludisti
SCA spinocerebelarni atrofie, spinocerebelarni ataxie
T transplantace
tab. tabulka
\Y vychod, jedna ze startovnich pozic v Morrisové vodnim bludisti
Vs. versus
WT wild typ (+/+)
V4 zapad, jedna ze startovnich pozic v Morrisové vodnim bludisti




3. SOUHRN

Mutantni mySi typu Lurcher jsou modelem olivocerebeldrni degenerace. Jedna se o
heterozygoty nesouci mutaci genu pro 62 podjednotku glutamatového receptoru. Porucha
receptoru vyvolava excitotoxickou apoptézu Purkynovych bunék, jejichz zanik vede k
sekundarnimu ubytku granularnich bun¢k mozecku a neuronii dolni olivy. Mutanti Lurcher
trpi ataxii a poruchou prostorového uceni a orientace.

Cilem prace bylo posoudit vliv transplantace embryonalni mozeckové tkdn¢ a nucené
fyzické aktivity 1 jejich kombinace na schopnost prostorové orientace u mutantnich mysi typu
Lurcher a sledovat ptezivani mozeckového transplantatu u dospélych a mladych mutantnich
mysi Lurcher a dospélych mysi typu wild.

Pro sledovani ptfezivani transplantatu jsme pouzili dospélé mysi typu wild a mladé a
dosp€lé mysi typu Lurcher kmene B6CBA. Ke zkoumdni vlivu transplantace a nucené
aktivity na schopnost prostorové orientace jsme pouzili dospélé a mladé mysi Lurcher téhoz
kmene. Transplantat ziskany z mySich embryi bez mutace typu Lurcher byl aplikovan do
oblasti mozeCku prijemce ve formé solidnich kouskl tkané. Kontrolnim zvifatim bylo
aplikovano samotné vehikulum. Nucena fyzicka aktivita spocivala v opakovaném tréninku na
rotarodu. Prostorovd orientace byla testovana v Morrisové bludisti 9 tydnli po operaci.
Histologické vySetfeni pfitomnosti transplantitu bylo provedeno 3, 6 a 9 tydni po
transplantaci nebo po skonceni testu prostorové orientace.

Nebyly zjistény vyznamné rozdily v pfezivani transplantatu mezi dospélymi zviraty
typu Lurcher a wild, ani mezi mladymi a dospélymi mutanty Lurcher. U mysi typu wild bylo
mirné Castejsi prorustani transplantatu do hostitelské tkané nez u dospélych mysi Lurcher. U
mladych mysi Lurcher byla v transplantatu ¢astéji patrna struktura mozeckové kiiry a Castéjsi
bylo 1 proristani transplantidtu nez u dospélych. U zadné skupiny mys$i nebyl zjevny pokles
vyskytu transplantdtu béhem sledovaného obdobi. Nebyl zjistén vliv tréninku na osud
transplantatu. Schopnost prostorového uceni byla u kontrolnich mutantt niz§i nez u mysi typu
wild. Dospéli mutanti navic dosahovali horsich vysledkli nez mladi. Fyzicka aktivita vyrazné
zlepsila vysledky dospélych mysi typu Lurcher. Vliv transplantace byl mirny. V kombinaci
s tréninkem dokonce transplantace spiSe snizovala jeho ucinnost. U mladych mysi typu
Lurcher nebyl patrny vliv transplantace ani tréninku na schopnost prostorové orientace.

Degenerativni postizeni mozeCku mysi typu Lurcher ani jejich v€k neovliviiuji
prezivani embryonalniho mozeckového transplantatu a mirn€ zasahuji do jeho vyvoje. Nucena
fyzické aktivita zlepSila schopnost prostorové orientace jen u dospélych mysi typu Lurcher.

Vliv transplantace byl sporny.



4. SUMMARY

Lurcher mutant mice represent a model of olivocerebellar degeneration. They are
heterozygots carrying a mutation in the glutamate receptor 62-subunit gene. The receptor
malfunction causes excitotoxic apoptosis of Purkinje cells, extinction of which leads to
secondary degeneration of cerebellar granule cells and inferior olive neurons. Lurcher mutants
suffer from ataxia and deterioration of spatial learning and orientation ability.

The aim of the work was to assess the effect of embryonic cerebellar tissue
transplantation and enforced physical activity as well as the effect of their combination on
spatial orientation ability in Lurcher mutant mice and to observe cerebellar graft survival in
adult and young Lurcher and adult wild type mice.

For the graft survival analysis adult wild type mice and young and adult Lurcher
B6CBA mice were used. To study the effect of the transplantation and enforced activity on
spatial orientation adult and young Lurchers of the same strain were used. The graft obtained
from mouse embryos without the Lurcher mutation was applied into the cerebellar area of the
host as solid pieces. Control mice were treated only with vehicle. Enforced activity was
represented with repeated rotarod training. Spatial orientation was tested in the Morris maze 9
weeks after the surgery. Histological examination of the graft presence was performed 3, 6
and 9 weeks after the transplantation or after finishing the spatial orientation test.

Significant differences in graft survival neither between adult Lurcher mutant and wild
type mice nor between young and adult Lurchers were found. In wild type mice graft
sprouting into host tissue was slightly more frequent than in adult Lurchers. In young
Lurchers, the cerebellar cortical structure was observed more often in the graft and graft
sprouting was more frequent than in adult ones. In any of the experimental groups no evident
decrease of frequency of graft presence during the period studied was observed. No effect of
the training on graft fate was found. Spatial orientation ability was lower in control Lurchers
than in wild type mice. Moreover, adult mutants reached worse results than young ones.
Physical activity significantly improved the performance of adult Lurcher mice. The effect of
the transplantation was moderate. When combined with the training, the transplantation even
decreased its effect. In young Lurcher mice, neither the effect of the transplantation nor the
effect of the training on spatial orientation ability were found.

Neither the degenerative affection of the cerebellum of Lurcher mutant mice nor their
age influenced survival of the embryonic cerebellar graft but they slightly interfere with its
development. Enforced physical activity improved spatial orientation ability only in adult

Lurcher mice. The effect of the transplantation was ambiguous.



5. UVOD - SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

5.1. Stavba mozec¢ku

Mozecek (cerebellum) lezi v zadni jamé lebni dorsalné za prodlouzenou michou a
Varolovym mostem. Skladd se ze dvou hemisfér a mezi nimi leziciho vermis. Povrch
mozecku je ¢lenén zavity a fisurami a je Clenitéjsi nez povrch velkého mozku. Fisury oddéluji
lobus flocculonodularis, lobus anterior a lobus posterior. Laloky jsou dale rozclenéné do
nékolika lobull sestavajicich z folif. S mozkovym kmenem je mozeCek spojen tfemi
pedunkuly.

Na povrchu mozecku je kira, pod ni bild hmota slozena z neuroglie a nervovych
vlaken. V hloubce bilé hmoty jsou uloZena mozeckova jadra - nucleus dentatus, emboliformis,
fastigii a globosus. Nucleus globosus a emboliformis jsou nékdy oznaCovany spoleCnym
nazvem nucleus interpositus.

Kiira mozecku mé diky bohatému ¢lenéni znacnou plochu a diky ptitomnosti velkého
mnozstvi husté rozmisténych drobnych neuronil tak obsahuje vice nervovych bun¢k nez kira
velkého mozku (Glickstein, 1992). Histologicky je kira mozecku ¢lenéna do tii vrstev:
molekularni (stratum moleculare), ganglionarni (stratum gangliosum) a granuldrni (zrnitd,
stratum granulosum). Vrstva molekuldrni je nejsvrchnéj$i a obsahuje pomérné malo
nervovych bunék. Nachazeji se v ni buniky kosickové a builky hvézdicové, které vytvareji
inhibi¢ni synapse s Purkynovymi buiikami nésledujici vrstvy. Gangliondrni vrstva je tvofena
jednou vrstvou Purkytiovych bunék, které patii k nejvétSim neuronlim. Jejich bohaté
dendritické stromy se vétvi typicky vjedné roviné¢ ve vrstvé molekularni. Axony
Purkyiiovych bunék sméfuji do mozeckovych jader, vestibularnich jader a retikularni
formace, kde konc¢i inhibi¢nimi synapsemi, a jsou jedinym vystupem z mozeckové kiry.
Granuldrni vrstva lezi nejhloubéji a je velmi bohata na buiiky. Nachdzeji se v ni velmi pocetné
granularni buniky a buinky Golgiho. Axony granuldrnich bun¢k vstupuji do molekularni
vrstvy, kde se vétvi ve tvaru pismene T, a jejich ramena pak probihaji paraleln¢ s povrchem
ktry. Proto se nazyvaji vlakna paralelni. Vytvareji excitacni synapse s dendrity Purkynovych
bunék a s buttkami hvézdicovymi a koS§ickovymi. Mediatorem je glutamat. Do kiiry mozecku
vstupuji cholinergni mechova vlakna smétujici ke granularnim buiikdm a glutamatergni ¢i
aspartatergni Splhavé vldkna z olivarniho komplexu k Purkynovym buiitkdm.

Aferentni spoje mozecku jsou spinocerebeldrni (pfedni a zadni) z michy ptivadéjici

informace z proprioreceptorii a exteroreceptorti, bulbopontomezencefalické (olivocerebelarni,



vestibulocerebelarni, retikulocerebelarni, tektocerebelarni, cuneocerebelarni, rubrocerebelarni,
trigeminocerebelarni). Eferentni spoje jsou tvofeny jednak vlakny jdoucimi z kiry mozecku
do vestibularnich jader a retikularni formace (dlouhé kortikofugalni drahy), jednak drahami
vychazejicimi z mozeckovych jader do vestibularnich jader, k retikuldrni formaci, k jadrim

hlavovych nervii, do thalamu a mozkové ktiry (Myslivecek, 2003; Ganong, 2005).

5.2. Funkce mozecku

Z funkéniho a fylogenetického hlediska rozliSujeme tfi ¢asti mozecku. Fylogeneticky
nejstar§i  vestibularni mozecek (vestibulocerebellum, archicerebellum) je nezbytny
k udrzovéani vzpiimené polohy téla pii stoji a chlzi a podili se na fizeni automatickych
pohybli o¢i. Spinalni mozecek (spinocerebellum, paleocerebellum) se podili na ftizeni
svalového napéti, aktivuje inhibi¢ni sestupny systém retikuldrni formace. Korovy mozecek
(cerebrocerebellum, neocerebellum), fylogeneticky nejmladsi c¢ast, kontroluje koordinaci
pohybti, podili se na planovani a podnécovani pohybu (Trojan a spol., 1994; Myslivecek,
2003; Ganong, 2005).

Nejdéle znama je tloha mozecku v fizeni koordinace pohybi, svalového tonu a
rovnovahy. Pozdéji byla objevena ucast mozecku v motorickém uceni (Marr, 1969; Ito, 1984;
Houk a spol., 1996; Braitenberg a spol., 1997). Narustajici pocet experimentalnich i
klinickych studii ukazuje, Ze se mozecek vyrazné uplatiiuje také v kognitivnich funkcich a
podili se i na organizaci vys$i nervové Cinnosti (Schmahmann a Sherman, 1998; Thach,
2007). Pokusy na zvitatech prokazaly ucast mozecku v fad¢ typd uceni (naptiklad Botez a
spol., 1985; Lalonde a spol., 1986) vcetné klasického podmitiovani, pro které jsou dulezita
spiSe mozeckova jadra (McCormick a Thompson, 1984; Thompson, 1990; Porras-Garcia a
spol., 2005), a prostorového uceni (Lalonde, 1987a; Dahhaoui a spol., 1992; Vozeh a spol.,
2001a; Porras-Garcia a spol., 2005). Zapojeni mozecku v kognitivnich funkcich podporuje
nalez aktivace mozecku pfi predstavé pohybu koncetiny nedoprovazené skutecnym pohybem
nebo pocitani, ktery ukazuje na zapojeni moze¢ku do mentalnich procest (Decety a spol.,

1990; Ryding a spol., 1993).

5.3. Poruchy mozecku

Poskozeni mozecku vede nejcastéji k zanikovému mozeckovému syndromu. Vzacnéji

se vyskytuje iritani mozeckovy syndrom. Zanikovy syndrom se projevuje zvySenou



pasivitou, dysmetrii, asynergii, inten¢nim tfesem, ataxii stoje a chiize. Chize i stoj jsou nejisté
s titubacemi a Sirokou bazi. Pohyblivost v kloubech je zvétSend, jsou zvySené souhyby
koncetin pii chlizi. Neschopnost v€asného zastaveni pohybu vede k tzv. rebound fenoménu.
Asynergie znamend poruchu synchronizace ¢innosti jednotlivych svalovych skupin. Velka
asynergie se tyka postojové motoriky a lokomoce. Maléd asynergie postihuje jemnou cilenou
motoriku a jejim disledkem je neschopnost provadét rychle za sebou alternujici pohyby
oznacovana jako adiadochokinéza. Pfi jednostranném poskozeni mozecku jsou projevy
ipsilateralni vzhledem k lokalizaci 1éze (Myslivecek, 2003; Bastian a spol., 1999).

Irita¢ni mozeckovy syndrom je v podstaté opakem zanikového a do jisté miry
piipomind parkinsonsky syndrom (Myslivecek, 2003).

U pacienti s mozeckovym postizenim byly kromé obvykle nejnapadnéjsiho
motorického postizeni zjistény poruchy i jiného nez motorického uceni (Foiez a spol., 1992;
Drepper a spol., 1999) a byl popsan kognitivné-afektivni syndrom (Schmahmann a Sherman,
1998; Schmahmann, 2004). Syndrom zahrnuje poruchu schopnosti planovani, abstrakce,
zhorSeni pracovni paméti, poruchu prostorové orientace, zmény osobnosti, otupeni afektivity
a uvolnéné nebo neadekvatni chovani. Jsou také feCové problémy, jako sniZeni plynulosti feci,
dysprosodie, agramatismus a mirnd anomie. Vysledkem téchto zmén je povSechné snizeni
intelektu, zatimco pozornost a bd¢lost neni narusena (Schmahmann a Sherman, 1998). Také
jsou popisovany zmény osobnosti, obsesivné-kompulsivni tendence a psychotické mysleni
(Schmahmann, 2004). Mozna je i1 souvislost se schizofrenii, nebot’ u pacientl trpicich touto
nemoci byl nalezen mensi objem vermis mozecku (Nopoulos a spol., 1999; Ichimiya a spol.,

2001; Loeber a spol., 2001) a mensi asymetrie mozeckovych hemisfér (Loeber a spol., 2001).

5.3.1. Dédic¢na degenerativni onemocnéni mozecku

Dédicné ataxie piedstavuji rozsdhlou heterogenni skupinu neurodegenerativnich
chorob postihujicich mozecek, jeho spoje a ptipadné dalsi ¢asti nervového systému (michu,
mozkovy kmen, bazalni ganglia, periferni nervovy systém). Nepatii sice zdaleka
k nejcastéjSim neurodegenerativnim onemocnénim (napiiklad ve srovnani s Alzheimerovou
nebo Parkinsonovou nemoci), presto jejich vyskyt neni zanedbatelny.

Dédiéné  ataxie se projevuji pfedevSim progresivnim zanikovym mozeckovym
syndromem. Dalsi projevy plynou z lokalizace a charakteru zmén, které u konkrétniho typu
onemocnéni degeneraci mozecku provazeji. Podle typu dédi¢nosti jsou ataxie ¢lenény na
autosomalné recesivni a autosomalné dominantni (Harding, 1983; Klockengether a Evert,

1998).



Autosomalné recesivni ataxie jsou zplsobené ztratou (spravné fungujiciho) proteinu,
nezbytného pro funkci a prezivani urcité populace neuront (Klockengether a Evert, 1998).
Ptikladem jsou Friedreichova ataxie nebo ataxia teleangiectatica.

V ptipad¢ autosomalné¢ dominantnich ataxii se predpoklada patologické pulisobeni
proteinu s abnormalnimi vlastnostmi (Klockengether a Evert, 1998). Do této kategorie patii
rozsahla skupina spinocerebeldrnich ataxii (SCA, rovnéZ je uZivan nézev spinocerebeldrni
atrofie), diive nazyvanych autosomalné dominantni mozeckové ataxie. Vzhledem ke zna¢né
podobnosti klinickych ptfiznakd je mnohdy nutné ke stanoveni pfesné diagnozy genetické
vySetieni. Také dnes pouzivana klasifikace je zalozena na tom, ktery gen je mutovan, nikoliv
na klinickém a neuropatologickém ndlezu: SCA1 - SCAS8, SCA10 - SCA23, mutace v genu
pro fibroblastovy ristovy faktor 14 (FGF14), SCA25 a dentatorubralni palidoluysicka atrofie
(DRPLA) (Manto, 2005). Nejbézn¢jsimi z téchto ataxii jsou SCA1, SCA2, SCA3, SCA6 a
SCA7. Za nejcastéjsi z nich je povazovana SCA3. Celkova prevalence této skupiny chorob je
1 az 4 ptipady na 100 000 lidi se znacnymi geografickymi odchylkami (Manto, 2005).
Primérny vék, ve kterém se nemoc zacina projevovat, je tieti dekada, avSak jsou znacné

rozdily mezi jednotlivymi typy SCA (Schdéls a spol., 2004).

5.3.2. Zviteci modely dédi¢nych degenerativnich poSkozeni mozecku

Stejné¢ jako zname v lidské patologii celou ftadu dédicnych degenerativnich
onemocnéni mozecku, existuje i ne€kolik riznych typli mutantnich nebo transgennich mysi
postizenych mozeckovou degeneraci. Podle toho, jakd dal$i cast centrdlniho nervového
systému (CNS) je postizena, rozliSujeme napiiklad modely olivocerebelarni degenerace nebo
spinocerebelarni degenerace. Tato zvifata slouzi jako biologické modely onemocnéni a
pouzivaji se kvyzkumu funkce mozecku, nasledkli jeho poskozeni, patogeneze
degenerativnich chorob mozecku a v neposledni fadé moznosti terapeutického ovlivnéni
degenerativniho procesu nebo jeho funkcnich nasledkd. Nékteré z pouzivanych mySich
kment jsou modelem konkrétniho lidského onemocnéni (naptiklad mysi typu SCA1 nebo
SCA2 jsou modelem spinocerebelarni ataxie typu 1 a 2) a nesou stejnou nebo podobnou
mutaci, jaka se vyskytuje u postizenych lidi. Onemocnéni u jinych typt mysi je lidskym
chorobam pouze podobné a je spiSe obecnym modelem degenerativnich chorob mozecku.

Jednotlivé mysi modely degenerativniho onemocnéni mozecku se 1i$i kombinaci typi
mozeckovych bunék, které zanikaji, mirou postizeni jednotlivych typti bunék, postizenim

dalSich nervovych struktur mimo mozecek a také funkénimi projevy onemocnéni. Byly
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popsany rozdily v tizi motorického deficitu mezi riznymi typy mysi trpicich mozeckovou
atrofii (Lalonde a Strazielle, 2001).

K nejznaméj$im pfirozenym mutantiim s degeneraci mozecku patii pcd mutanti, mysi
typu weaver, staggerer, hot-foot, nervous, reeler a Lurcher.

Velmi cCasto pouzivanym modelem jsou mutantni mySi s degeneraci Purkynovych
bunék - pcd mutanti (Purkinje cell degeneration). Tyto mysi ztraceji témét vSechny
Purkyniovy buiiky mozeCku mezi 3. a 4. tydnem Zivota (Mullen a spol., 1976; Landis a
Mullen, 1978). Pozdéji se piidava degenerace granuldrnich bun¢k a mozeckovych jader, ktera
je povazovana za sekundarni nasledek zaniku Purkyniovych bunék (Lalonde a Strazielle,
2007). Granularni buniky zanikaji postupné a ve véku jednoho roku je jejich ubytek 90 %
(Triarhou, 1998). Redukce objemu jader mozecku je asi 20 % u zvifat starych 300 dni
(Triarhou a spol., 1987b). Od tietiho tydne zivota postupné ubyva i neuronti dolni olivy
(Shojaeian a spol., 1988, Triarthou a Ghetti, 1991). Kromé toho trpi pcd mutanti také
postupnou retindlni degeneraci (Chang a spol., 2002).

U pcd mysi je tézce postizena motorika. Porucha chlize je velmi dobfe patrna. Zvitata
se dotykaji brichem podlozky (Triarhou a spol., 1996). Narusen4 je i schopnost prostorového
uceni, kdy pcd mutanti selhavaji v Morrisové vodnim bludisti se skrytym ostrivkem, avSak
v testu s viditelnym cilem dosahuji dobrych vysledkti. Tento rozdil ukazuje, Ze jde skutecné o
poruchu prostorové navigace a nikoliv o dusledek motorické dysfunkce (Goodlett a spol.,
1992).

Mutantni mySi typu weaver ztraceji predev§im granuldrni buiiky mozecku, zatimco
buiiky Purkyniovy jsou relativné usetfeny a zanikaji nejvice v pfedni ¢asti vermis (Hirano a
Dembitzer, 1973; Blatt a Eisenmann, 1985a). Dolni oliva ziistava relativné nepostizena (Blatt
a Eisenmann, 1985a). Kromé¢ toho dochazi k degeneraci substantia nigra (Roffler-Tarlov a
Graybiel, 1984). Dédi¢nost je semidominantni (Lalonde a Strazielle, 2007). Homozygotni
jedinci jsou postizeni ataxii, maji horsi vysledky v testech motorické koordinace (Lalonde
1987¢; Strazielle a spol., 2006) a zhorSenou visuomotorickou koordinaci ve vodnim bludisti
(Lalonde a Botez, 1986).

U mutantnich mysi typu staggerer dochazi k degeneraci Purkynovych bunck a
sekundérnimu ubytku granularnich buné¢k mozecku a neuront dolni olivy (Herrup, 1983; Blatt
a Eisenmann, 1985b; Shojaeian a spol., 1985). Dédi¢nost je autosomalné recesivni (Lalonde a
Strazielle, 2007). Tézké postizeni mozecku a dolni olivy vede u homozygotl k vyraznému
naruseni motoriky (Lalonde, 1987b; Lalonde a spol., 1996a). Heterozygoti jsou postiZzeni jen

mirné€. Porucha motoriky je patrna jiz pted zacatkem rozvoje degenerace mozecku a podili se
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na ni tedy nejen zanik bunck, ale 1 jejich narusend funkce (Caston a spol., 2003). Postizené je
u nich i prostorové uceni (Lalonde, 1987a) a selhavaji v radidlnim bludisti (Goldowitz a
Koch, 1986). Je zménéna exploracni aktivita (Lalonde a spol., 1988b). Dalsi abnormalitou
téchto mysi je hyperfagie (Guastavino a spol., 1991) a defektni thymus (Trenkner a
Hoffmann, 1986).

U mutantnich mysi typu hot-foot ubyvaji granularni buiiky mozecku a je poruSena
inervace Purkynovych bunék. PostiZeni se projevuje ataxii, snizenym postojem, Sirokou bazi
zadnich koncetin, trhavymi pohyby zadnich koncetin (Guastavino a spol., 1990) a poruchou
prostorového uéeni (Lalonde a spol., 1996b).

Mutantni mysi typu nervous se vyznacuji zanikem Purkynovych bunék mezi 3. a 8.
tydnem zivota a zanikem granularnich bunék, ktery je pravdépodobné sekundarni (Sotelo a
Triller, 1979; Wassef a spol., 1987). Degenerace Purkynovych bunék neni rovnomérna.
V primeéru jich zanikd 90 %, ale v oblasti vermis naptiklad jen 50 % (Sidman a Green, 1970).
Dale dochazi u téchto mysi k degeneraci dorzalniho kochlearniho jadra (Berrebi a Mugnaini,
1988). Na subcelularni urovni byly v Purkynovych bunikdch nalezeny zmény mitochondrii
(Landis, 1973). DalSim postizenim je pomalu progredujici retindlni degenerace (Mullen a
LaVail, 1975; LaVail a spol., 1993; White a spol., 1993). Disledkem degenerace mozecku je
motorické porucha. Mysi typu nervous zaostavaji v motorickych testech (Lalonde a Strazielle,
2003). Zaostavaji také v testu prostorového uceni v Morrisové vodnim bludisti se skrytym
ostrivkem, avSak pokud byl cil v bludisti viditelny, byly jejich vysledky dobré (Lalonde a
Strazielle, 2003).

DalSim z pfirozenych mutantii jsou mysi typu reeler. Mutace je lokalizovana na 5.
chromozomu, mutovany gen kdéduje reelin, protein extracelularni hmoty uplatitujici se pfi
adhezi a migraci bunék béhem vyvoje, dédicnost poruchy je recesivni (Beckers a spol., 1994).
Disledkem je porusené uspotradani fady struktur mozku a ektopickd lokalizace neurond.
Zménén je také mozecek. Nejvice postizenym typem bun€k v mozecku jsou granuldrni buriky
(Caviness a Rakic, 1978). Mysi typu reeler selhavaji v Morrisové vodnim bludisti se skrytym
1 viditelnym ostrivkem (Lalonde a Strazielle, 2007).

K pfirozenym mutantlim s postizenim mozecku patii také mysi typu Lurcher, kterym
bude vénovan nasledujici odstavec (odstavec 4.3.3.).

Genetickou modifikaci byly vytvofeny transgenni nebo mutantni mysi, které jsou
modelem nékteré z lidskych spinocerebelarnich ataxii. K nejcastéji pouzivanym patii mysi
typu SCA1 a SCA2. Existuje také nékolik mysi s vyfazenym urcitym genem nezbytnym pro

fadny vyvoj mozecku a prezivani a funkci jeho bunék.
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Mysi typu SCA1 nesou lidsky mutovany gen kddujici ataxin-1 a plisobici autosomalné
dominantni spinocerebeldrni ataxii typu 1 (SCA1). Porucha spociva v nadmérném opakovani
CAG tripletu a tedy prodlouzené polyglutaminové sekvenci ve vysledném proteinu (podobné
jako u néckolika dalSich autosoméalné¢ dominantnich ataxii a Huntingtonovy chorey).
Molekularni vrstva kiiry mozecku téchto mysi je tenci, Purkynovy buiiky jsou svrastélé a maji
chudsi vétveni dendritickych strom a méné& dendritickych spini (Clark a spol., 1997;
Lalonde a Strazielle, 2007). Mira postiZeni zavisi na po¢tu opakovani CAG tripletu. Mysi se
78 opakovanimi maji jen mirné zmény chovani, které se dostavuji ve vyssim véku. U mysi
nesoucich 154 opakovani se neurologické abnormality vyvijeji ve véku 9 tydnli a zahrnuji
ataxii a kognitivni deficit (Yamada a spol., 2008). Clark a spol. (1997), kteii pracovali se
zvitaty nesoucimi 82 opakovani CAG, popisuji, ze podle chovani lze odliSit transgenni mysi
od mysi typu wild ve véku 12 tydnd.

Mysi typu SCA2 nesou 58 nebo 75 opakovani CAG v genu kdédujicim ataxin-2.
V obou piipadech dochazi k degeneraci Purkyiiovych bunck a poruse motorickych funkci
(Yamada a spol., 2008).

5.3.3. Mutantni mySi typu Lurcher

Mutantni myS$i typu Lurcher jsou pfirozenym modelem geneticky podminéné
olivocerebelarni degenerace. Jde o spontanni mutaci, ktera byla objevena v r. 1954. Tyto mysi
byly popsany v r. 1960 Phillipsem, ktery zjistil, ze mutace se nachazi na 6. chromosomu a ze
dédicnost je semidominantni (Phillips, 1960). Mutanti typu Lurcher jsou heterozygoti (+/Lc).
Homozygotni kombinace (Lc/Lc) je letdlnim faktorem. Mutace postihuje gen pro 62
podjednotku glutaméatového receptoru (GluR52, symbol alely: Grid2™) a spo&iva v substituci
vedouci k zdméné alaninu za threonin na konci tfeti transmembranové domény o2
podjednotky (Zuo a spol., 1997). GluRd2 je exprimovan predev§im Purkynovymi butikami
mozecku a neurony mozkového kmene (Araki a spol., 1993; Lomeli a spol., 1993; Mayat a
spol., 1995; Takayama a spol., 1995, 1996; Landsend a spol., 1997) a pravdépodobné se
uplatiiuje v dlouhodobé depresi (Kashiwabuchi a spol., 1995). Proto u mutantii typu Lurcher
(heterozygottli), dochazi postnatalné¢ k zaniku pravé Purkynovych bunék. Narusend funkce
glutamatového receptoru vedouci k nadmérnému vtoku kalcia do bunck spousti
excitotoxickou apoptézu (Zuo a spol., 1997). Zanik Purkyniovych bunék je tedy piimym
nasledkem mutace. Sekundarn¢ ubyva granularnich buné¢k mozecku a neuront dolni olivy v
dasledku ztraty cile jejich axont, kterym jsou Purkynovy buiky (Wetts a Herrup, 1982a,b).

Degenerace je patrna od 8. dne po narozeni. V 26. dnu Zivota zbyva 9 % Purkyniovych bunék,
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63. den pouze 3 % a 91. den jiz v mozecku mutanti typu Lurcher nejsou prakticky zadné
Purkytiovy buriky a pteziva asi pouze 10 % granularnich bun¢k a 30 % neuronti dolni olivy
(Caddy a Biscoe, 1976; Caddy a Biscoe, 1979). Hustota hvézdicovych a kosi¢kovych bunék
v molekularni vrstvé kiry mozecku mutantli typu Lurcher je stejna jako u mysi typu wild,
ackoliv objem molekularni vrstvy je u mutanti mensi, coZ znamena, ze musi dochazet
k ubytku téchto interneurontt (Vogel a spol., 2007). Caddy a Biscoe (1979) udavaji, Ze
Golgiho neurony se u mutantt Lurcher zdaji byt stejné ¢etné jako u mysi typu wild. ProtoZe 1
granularni vrstva je redukovand, znamena to opé€t snizeni poctu Golgiho bun¢k (Vogel a spol.,
2007).

Jelikoz axony Purkynovych bunék jsou jedinym vystupem z kliry mozecku, znamena
ztrata téchto bunék jeji uplné funkcni vytrazeni. V mozeCkovych jadrech byly popsany jen
mirné degenerativni zmény (Heckroth, 1994a,b) a hyperinervace téchto jader
serotoninergnimi vldkny (Strazielle a spol., 1996). Mutantni mysi typu Lurcher jsou tedy
velmi vhodnym modelem dekortikace mozecku pfti relativnim uSetfeni mozeckovych jader.

Nepostizeni homozygotni sourozenci téchto mutantt, tzv. wild typ (+/+), jsou zcela
zdravi a predstavuji idedlni kontroly, se kterymi jsou mySi typu Lurcher v pokusech
srovnavany. U postizenych homozygotii (Lc/Le) dochazi jesté béhem intrauterinniho Zivota
k hromadnému zaniku neurond v mozkovém kmeni a nejsou proto zivotaschopni (Cheng a
Heintz, 1997; Resibois a spol., 1997).

Olivocerebelarni degenerace ma u mysi typu Lurcher fadu funk¢nich duasledkt. Od
konce druhého tydne Zivota se u nich zac¢ind projevovat mozeckova ataxie, kterd vyrazné
omezuje jejich motorické schopnosti a zhorSuje vysledky v riznych testech motoriky
(Lalonde a spol., 1992; Thullier a spol., 1997). Nezanedbatelna schopnost motorického uceni
je vsak u nich zachovana (Le Marec a spol., 1997; Hilber a Caston, 2001; Ktizkova a Vozeh,
2004). Mutanti typu Lurcher maji vyssi excitabilitu CNS (Cendelin a Vozeh, 1999) a
zménénou reaktivitu na bolest (Vozeh a spol., 2001b). Nekteré jejich neurony jsou citlivejsi
k neurotoxickym vliviim (Caddy a Vozeh, 1997).

U mutanti typu Lurcher jsou také piitomny poruchy kognitivnich funkci, jejichz
vyskyt u téchto mysi je vsouladu sdnes uznavanym podilem mozecku v kognitivnich
procesech. Zmény jsou téz v klasickém podmiiiovani a to pfedevs§im ve vykonu podminéné
reflexni reakce v orofacidlni oblasti (Porras-Garcia a spol., 2005).

Mutantni mysi typu Lurcher maji vyrazné snizenou schopnost prostorového uceni
nebo prostorové orientace (Lalonde a spol., 1988a; Vozeh a spol., 2001a; Cendelin a Vozeh,

2001, 2002; Porras-Garcia a spol., 2005). Pokusy v Morrisové vodnim bludisti pfitom
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ukézaly, Ze nejde jen o artefakt zplisobeny motorickym znevyhodnénim mutantl postizenych
ataxii a sniZzenim jejich rychlosti pohybu v bludisti, ale Ze se skute¢né jedna o poruchu uceni
nebo prostorové orientace (Hilber, 1998; Porras-Garcia a spol., 2005). Lalonde a Thifault
(1994) vysvétluji horsi vysledky mutanti typu Lurcher v Morrisové bludisti poruchou
vizuomotorické integrace. Jistd schopnost prostorového uceni je ovSem u mysi typu Lurcher
pfesto zachovana a projevuje se zkracovanim latenci dosazeni cile (ostrivku) pii opakovani
pokusu v Morrisové bludisti (Porras-Garcia a spol., 2005). Prostorové uceni je tradi¢né
spojovano predevsim s hipokampem, kam je kladena tzv. kognitivni mapa (O'Keefe a Nadel,
1978). Hipokampus samotny je u mysi typu Lurcher udajné intaktni (Cheng a Heintz, 1997;
Resibois a spol., 1997). Presto u nich byly zjistény odliSnosti v hipokampalni dlouhodobé
potenciaci ve smyslu jejiho snizeni (Barcal a spol., 2001, 2002).

Kromé nervovych zmén byly u mutantt typu Lurcher popsany 1 odli§nosti v imunitnim
systému. Ve véku 3 mésict u nich byla zjisténa predcasna involuce thymu, zatimco ve véku 1
meésice je thymus jesté témét nezménény (Mand’akova a spol., 2003, 2005). Neurodegenerace
je u mutanti typu Lurcher provdzena chronickym zanétlivym stavem patrnym jak v mozku,
tak v periferii. Dochdzi k nadprodukci prozénétlivych cytokinl, které mohou hrat roli
v neurodegenerativnim procesu a moduluji imunitni i endokrinni funkce (Vogel a spol.,
2007).

Mutantni mysi typu Lurcher se vyskytuji v nékolika kmenech. Specifické kmenové
vlastnosti zna¢n¢ ovliviiuji chovani mysi a vysledky fady pokust. Pfi interpretaci pokust je
nutné tyto vlastnosti vzit v uvahu. V laboratofi Ustavu patologické fyziologie Lékaiské
fakulty Univerzity Karlovy v Plzni jsou pouzivany mysi kmene C3H a kmene B6CBA. U
obou kment se vyskytuje stejna mutace a tedy stejny typ olivocerebelarni degenerace. U mysi
kmene C3H jsou udavany horsi vysledky ve vodnim bludisti ve srovnani s jinymi kmeny mysi
(Brooks a spol., 2005; Cendelin a Vozeh, 2001, 2002; Cendelin a spol., 2001). U né&kterych
jedincti kmene C3H se navic vyskytuje autosomalné recesivné dédi¢nd retinalni degenerace
podminéna homozygotni kombinaci rd1/rd1 (Chang a spol., 2002). Retinalni degenerace vede
k zaniku téméf vSech fotoreceptori a tedy prakticky ke slepoté, ktera nutné negativné
ovliviiuje schopnost prostorové orientace a navigace ke skrytému 1 viditelnému cili (Voller a
spol., 2005; Korelusova a spol., 2007). Mezi kmeny existuji také rozdily v excitabilit¢ CNS a
reakci na bolest (Vozeh a spol., 2001b).
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5.4. Neurotransplantace

Regenerace CNS je ve srovnani sjinymi tkanémi znaén€é omezena. Piestoze
neurogeneze v dospélosti je dnes prokdzana i u savcl (Altman, 1962, 1963; Altman a Das,
1965; Gould a Gross, 2002; Dayer a spol., 2003), obnova neuront je nedostatecna k oprave
poskozeni a zklinického hlediska je zatim regenerace CNS u clovéka nevyznamna.
Onemocnéni spojend s vétsi ztrdtou neuroniti maji proto mnohdy zavazné a vice ¢i méné
nereverzibilni nésledky.

Ur¢itou nadégji ptedstavuji neurotransplantace, tedy nahrazeni zaniklych neuronti
aplikaci novych bunék — embryondlni nervové tkang&, embryondlnich kmenovych bunék
ziskavanych z embryi nebo adultnich kmenovych bun€k pochézejicich nejcasteji z kostni
drenég, ale 1 z jinych tkani dospélych jedincii. Kmenové buiiky maji schopnost diferenciace
v rizné typy tkani véetné nervové. Oba pristupy maji své vyhody a nevyhody.

Navrat funkei po transplantaci nervovych bunék je mozny spiSe tam, kde je potieba
predevsim doplnéni poc¢tu bun€k, nikoliv disledného obnoveni jejich uspotadani a zapojeni.
Idedlni pro bunécnou terapii se z tohoto hlediska zd4 byt Parkinsonova choroba. Tam, kde
vSak je nutné presné zapojeni neurond do nervovych drah, jak motorickych, tak senzorickych,
je funkéni obnova problematickd (Rossi a Cattaneo, 2002). Mattsson a spol. (1997) ovSsem
prepokladaji, ze zlepSeni poskozenych funkci po mozkovém infarktu je dano spiSe trofickym
plisobenim transplantované embryondlni tkané nez obnovou pierusenych okruhti, protoze
vlakna propojujici transplantét s tkani piijemce nejsou ¢etna (Grabowski a spol., 1995).

ZlepSeni funkci po transplantaci vyzaduje rehabilitaci (Dobrossy a Dunnett, 2001).
Jedinec se intenzivnim tréninkem musi vlastné znovu naucit novou tkan pouzivat (Mayer a
spol., 1992). Trénink a pestiejsi prostiedi pfispivaji k funkénimu zlepSeni a ovliviiuji dokonce
vyvoj a morfologii transplantdtu u laboratornich zvitat (Dobrossy a Dunnett, 2003, 2004) i u
lidi (Polgar a spol., 1997; Brasted a spol., 1999).

V klinické praxi je pouzivana transplantace embryondlni tkdné substantia nigra
k 1écb¢ Parkinsonovy choroby u pacientil, u nichz neni G¢inna konzervativni terapie, a vede k
dlouhodobému zlepseni stavu u velké ¢asti z nich (Bjorklund a Lindvall, 2000). Ovlivnéni
dal§ich chorob CNS neurotransplantacemi je dosud spiSe ve stadiu vyzkumu na zvitatech.
Vhodnym experimentalnim modelem pro vyzkum této problematiky jsou laboratorni zvifata
postizend n¢jakym neurodegenerativnim onemocnénim nebo ischemicky, chemicky ¢i
mechanicky navozenym poskozenim CNS. Napftiklad bylo popséno, ze neurotransplantace

muze u laboratornich zvifat zlepSit kognitivni funkce po mozkovém traumatu (Gao a spol.,
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2006) a ischemickém poskozeni hipokampu (Netto a spol., 1993). Transplantace fetalnich
striatdlnich neuront vedla ke zmirnéni poruchy uceni a pohybové hyperaktivity u modelu
Huntingtonovy choroby (Isacson a spol., 1986). Rovnéz bylo prokazano zlepseni motorickych
funkei po transplantaci mozeckové tkané mySim s degenerativnim poSkozenim mozecku (viz

nasledujici odstavec 4.4.1.).

5.4.1. Transplantace mozeckové tkané u zviiecich modeli degenerativnich poskozeni
mozecku

Transplantace mozeckové tkang je nejlépe prozkoumana u ped mutanti, u kterych je
provadéna nejcastéji (Triarhou, 1996) a které Triarhou (1996) povazuje za idealni model pro
mozeckové transplantace vzhledem ke stupni a ¢asovému pribéhu degenerace Purkynovych
bunék. Je u nich popisovana 100% uspéSnost transplantace suspenze embryondalnich bunck
mozecCku i solidntho mozeckového transplantitu (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986; Sotelo a
Alvarado-Mallart, 1987b). Solidni transplantity maji vytvofenou typickou mozeckovou
strukturu s rozliSitelnymi tfemi vrstvami kary (Triarhou a spol., 1987a). Purkynovy buiky
jsou schopné migrovat z transplantatu a osidluji predev§im molekularni vrstvu kiiry mozecku
hostitele, pokud vSak proniknou az do blizkosti mozeckovych jader, mohou jejich axony
dosadhnout téchto jader a vytvofit s jejich butikami synapse (Sotelo a Alvarado-Mallart,
1987b). U pcd mutantii bylo po transplantaci prokazano vyrazné zlepSeni motorickych
schopnosti (Triarhou a spol., 1995, 1996; Zhang a spol., 1996).

U mutantnich mysi typu Lurcher nebyly transplantace mozeckové tkan¢ zkoumany
zdaleka tolik jako u pcd mysi. Jsou popisovany a piedpokladany urcité vyhody mys$i Lurcher
z hlediska jejich vyuziti k neurotransplantacim (Heckroth a spol., 1998), ale také vazna
omezeni moznosti rekonstrukce degeneraci porusenych mozecCkovych okruhi pomoci
transplantace (Triarhou, 1996). Jednou zudavanych vyhod je defekt synaptogeneze
Purkytiovych buné€k mutanti typu Lurcher (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1992; Heckroth a
spol., 1990), takze transplantované normalni Purkyniovy bunky udajné mohou snéze vytvofit
synapse s vlakny ostatnich typd bun¢k, kterd nejsou obsazena dosud prezivajicimi
Purkyiiovymi bunikami hostitele (Heckroth a spol., 1998).

Tomey a Heckroth (1993) uvadgji, Ze pfeZivani transplantatu u mutantii typu Lurcher
je niz8i nez u pcd mysi. Uddvaji preziti transplantatu aplikovaného ve formé suspenze po 1 az
2 mésicich po transplantaci jen u 50 % dospélych i mladych mutantti Lurcher. Heckroth a
spol. (1998) vsak zminuji vynikajici prezivani transplantatu u devadesatidennich mysi typu

Lurcher, kterym ve véku 8-10 dnti transplantovali suspenzi embryonalniho mozecku. Udavaji,
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ze bunky vytvérely agregaty, které se nachazely na povrchu mozecku hostitele a casto
pronikaly do jeho fisur. Dale pozorovali organotypickou organizaci transplantatu a invazi
transplantovanych Purkytiovych bunék do molekularni vrstvy kiiry mozecku ptijemce, ktera
byla v mistech kontaktu s transplantatem ztencend. Transplantované buiiky nalezli u mysi
typu Lurcher ptfedev§im v molekuldrni vrstvé 1 Tomey a Heckroth (1993), kteii aplikovali
suspenzi bun€k, a Dumesnil-Bousez a Sotelo (1993), ktefi pouzili solidni kousky
embryonalntho mozecku, znichz builky migrovaly do hostitelského mozecku.
Transplantované Purkyniovy buiiky osidlujici kiiru mozecku mutantli typu Lurcher nemaji
zcela plosné usporadani dendritickych stromt jako normalni buiky, coz je vysvétlovano
vyraznym ubytkem paralelnich vlaken v mozecku hostitele, kterd jsou diilezitd pro formovani
dendrit Purkynovych bun€k (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993; Tomey a Hecroth, 1993).
Tomey a Heckroth (1993) dale uvadéji, Ze u casti mysi typu Lurcher nalezli vladkna
transplantovanych bunék vristajici do mozeckovych jader. Podle Heckrotha a spol. (1998)
muze Casna transplantace normalnich embryonalnich Purkynovych bunék u mutanti Lurcher
predejit degeneraci granuldrnich bun¢k mozecku a neuronti dolni olivy, coz je povazovano za
dikaz, ze zanik téchto dvou druht buné€k je u mutantl typu Lurcher sekundérni.

U mutantnich myS$i typu weaver byla, stejné jako u pcd mutantli, v mozeckovém
transplantatu ziskaném z geneticky normalnich darcti vytvorena charakteristickd mozeckova
struktura a Purkyiiovy buiiky vykazovaly normdlni cytologické znaky (Triarhou a spol.,
1987a). Trojvrstevnou strukturu alespon v Casti transplantatu pozorovali u téchto mysi také
Kohsaka a spol. (1988). U mysi typu weaver byla také popsana migrace granuldrnich bunék
z transplantatu do hostitelského mozecku (Takayama a spol., 1988).

U mutantnich myS$i typu nervous zabranila transplantace neuronalnich kmenovych
bunék zaniku Purkynovych bun€k a zlepsila motorickou koordinaci (Li a spol., 2006)

Kaemmerer a Low (1999) transplantovali suspenzi bun€k mozecku transgennim
SCA1 mySim. 18-22 tydnl po transplantaci nalezli transplantované Purkyniovy buiky u 9 z
12 operovanych mys$i a popsali zlep$eni v testu na rotarodu a zizeni baze pii chiizi.

Je tedy patrné, ze transplantované Purkynovy buiiky jsou schopné migrovat do
molekularni vrstvy hostitele, jejiz hranice s granularni vrstvou je mistem pfirozen¢ho vyskytu
téchto bun€k a patrné je pfitahuje (Alvarado-Mallart a Sotelo, 1993; Sotelo a Alvarado-
Mallart, 1987a; Sotelo a spol., 1990). Granularni vrstva vSak ptedstavuje bariéru branici
migraci Purkynovych bunék hloubé&ji a omezujici prortstani jejich axoni do mozeckovych
jader. Tuto vlastnost ma i velmi atrofickd granuldrni vrstva dospélych mutantt typu Lurcher

(Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993). Purkytiovy butiky transplantované intraparenchymalné do
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oblasti hlubokych mozeckovych jader vSak u pcd mutantl vytvofily synapse s buitkami jader
a migrovaly smérem do mozeCkové kiry a napodobily tak normalni migracni cestu
z ontogeneze mozecku (Triarhou a spol., 1992).

Transplantace mozecku vedla k zlepSeni nékterych parametri motorickych funkei u
pcd mysi (Triarhou a spol., 1995, 1996; Zhang a spol., 1996) a SCA1 mysi (Kaemmerer a
Low, 1999). Dosud nebyl zkouman vliv transplantace mozecku na schopnost prostorového
uceni a orientace, které jsou, jak bylo uvedeno vyse, u mysi postizenych degeneraci mozecku

rovnéz narusene.

5.5. Vliv fyzické aktivity na kognitivni funkce

Fyzicka aktivita je prospéSnd u mnoha neurologickych onemocnéni a je podstatou
rehabilitaéni a rezimové terapie. Vyznam ma nejen u onemocnéni, postihujicich motoriku
samotnou, ale i u chorob projevujicich se kognitivnimi poruchami. Fyzicka aktivita zvysuje
plasticitu nervového systému (Vaynman a spol., 2006) a zlepSuje tak kognitivni funkce u
zvitat 1 lidi (Fordyce a Wehner, 1993; Laurin a spol., 2001).

Bylo zjisténo, ze pohybova aktivita a obohacené prostiedi mirni kognitivni deficit u
nékolika zvifecich mutantnich modeld kognitivnich poruch (Huang a spol., 2006) a dokonce
zvySuji neurogenezi v hipokampu (Kempermann a spol., 1997), struktufe majici klicovou
ulohu v prostorovém uceni (O'Keefe a Nadel, 1978). Neurogeneze v hipokampu dospélych
jedinci mize mit vyznam pro formovani dlouhodobé prostorové paméti (Snyder a spol.,
2005). Zda se, ze pusobeni fyzické aktivity na kognitivni funkce a plasticitu mozku je
zprosttedkovano BDNF (brain-derived neurotrophic factor) (Molteni a spol., 2004; Vaynman
a spol., 2003, 2004). Cviceni skute¢né¢ vede k vzestupu BDNF v mozku (Berchtold a spol.,
2005; Vaynman a spol., 2006).

U mutantl typu Lurcher vedlo obohacené prostiedi ke zlepSeni motorickych funkci a
schopnosti prostorového uceni (Caston a spol., 1999). Kdyz se navic pravidelné¢ ménilo, mélo

stimulovat explora¢ni chovani a tedy volni pohybovou aktivitu.
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VYCHODISKO

Mutantni mysi typu Lurcher jsou jednim ze zvifecich modelti dédicného degenerativniho
onemocnéni mozecku, v jehoz dusledku postizeni jedinci trpi poruchami motorickych
funkci a zhorSenym prostorovym ucenim nebo prostorovou orientaci.

Embryonalni mozeckova tkan transplantovana do cerebela mySi postizenych
degenerativnim procesem pieziva ve vysokém procentu po nékolik tydni. U pcd mutanti
a SCAl mys$i bylo navic popsano zlepSeni motorickych funkci po transplantaci
embryonalni mozeckové tkané.

Funk¢ni vliv transplantace embryonalni tkdné mozecku u mutantnich mysi typu Lurcher
nebyl dostate¢né zkouman.

Neni znamo, zda maé transplantace embryondlni tkané¢ mozeCku vliv na schopnost
prostorové orientace u mysi s degenerativnim postizenim mozecku.

V uvahu nutno vzit 1 to, Ze fyzicka aktivita ma pozitivni vliv na kognitivni funkce, zvySuje
plasticitu nervového systému a dokonce zvySuje neurogenezi v hipokampu a Ze trénink

udajné ptispiva k funkénimu zlepSeni po transplantaci.

CIL PRACE

Posoudit moznost ovlivnéni prostorové orientace v Morrisové vodnim bludisti u zvifeciho
modelu olivocerebelarni degenerace - mutantnich mysi typu Lurcher - transplantaci
embryondlni mozeckové tkdn€ a nucenou fyzickou aktivitou a i jejich kombinaci.

Sledovat prezivani embryonalniho mozeckového transplantdtu u dospélych a mladych
mutantnich mysi typu Lurcher.

Orienta¢né porovnat piezivani embryonalniho mozeckového transplantatu u dospélych
mutantnich mysi typu Lurcher a mysi typu wild a posoudit tak, zda neurodegenerativni

zmény v mozecku hostitele maji vyznamny vliv na osud transplantatu.
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8. MATERIAL A METODY

8.1. Usporadani pokusu

Byly provedeny dva dil¢i pokusy:

1. Hodnotili jsme prezivini embryonidlniho mozeckového transplantitu u
dospélych a mladych mysi typu Lurcher kmene B6CBA a u dospélych mysi typu wild
téhoz kmene histologickym vySetfenim pfitomnosti transplantatu ve tfech obdobich po
transplantaci (ptiblizné po 3, 6 a 9 tydnech).

Tento pokus orientaéné mapuje prezivani transplantatu u mysi typu Lurcher v obdobi
pifed ukoncCenim testli prostorové orientace a histologickym vySetfenim transplantati ve
druhém pokusu. Kromé¢ toho srovnani piezivani transplantatu u dospélych mysi Lurcher
s pokrocilou degeneraci mozeCku a u zdravych mysi typu wild umozni posoudit, zda ma
patologicky zménéné prostredi hostitelské tkan¢ zasadni vliv na pfezivani transplantatu.

2. Sledovali jsme vliv transplantace embryonalni tkané mozecku, nucené fyzické
aktivity a kombinace transplantace a fyzické aktivity na schopnost prostorové orientace
v Morrisové vodnim bludisti u dospélych a mladych mysi typu Lurcher kmene B6CBA.
Mysi kmene B6CBA byly zvoleny proto, Ze na rozdil od mysi kmene C3H se u nich
nevyskytuje dédi¢nad retinalni degenerace, ktera by ovlivnila vysledky testu prostorové
orientace. Nucena fyzicka aktivita spocivala v opakovaném tréninku na rotarodu.

Byly vytvofeny nasledujici experimentdlni skupiny mysi: trénované mysi typu
Lurcher, kterym byl aplikovan transplantat, netrénované mysi Lurcher, kterym byl aplikovan
transplantat, trénované mysi Lurcher podrobené kontrolni operaci, netrénované mysi Lurcher
podrobené kontrolni operaci. Posledni skupinou byly netrénované mysi typu wild podrobené
kontrolni operaci, které pifedstavovaly zdravé kontroly. VSechny skupiny byly déle rozdéleny
na mladé a dospélé jedince.

Prostorova orientace byla vysetfovana 9 tydnti po operaci. Kromé toho byly provedeny
testy motorické koordinace 4, 8 a 10 tydnl po operaci a u dospélych zvitat 1 pied operaci.
Motorické testy nejsou predmétem této prace a jsou zminovany pro uplnost informaci o
pribéhu pokusu. Jejich detailni popis je uveden v piisluSnych publikacich (Cendelin a spol.,
2007, 2008, v tisku). Uspotadani pokusu je schématicky zndzornéno na obr. 1.

U mysi, kterym byl aplikovan transplantat, bylo po skonceni funkénich pokust, tedy
10-11 tydnli po operaci, provedeno histologické vySetfeni prezivani transplantatu. Funkcni

pokusy byly hodnoceny jen u téch z nich, u kterych byl transplantat nalezen.
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Casové rozvrzeni pokusu vychazelo z literarnich udaja, které popisuji u mysi typu
Lurcher vyznamné pieZivani embryonalniho mozeckového transplantatu v rozmezi 1 az 3
meésicl po transplantaci (Tomey a Heckroth, 1993; Heckroth a spol., 1998; Dumesnil-Bousez
a Sotelo, 1993), u pcd mutantd 2-3 mésice po transplantaci (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986),
zlepSeni motorickych funkci v obdobi 6 tydni po transplantaci u pcd mutanti (Triarhou a
spol., 1996) a 6 az 10 tydntl po transplantaci u SCA1 mysi (Kaemmerer a Low, 1999). Vice
nez padesatiprocentni pravdépodobnost preziti transplantitu u mysi typu Lurcher kmene
B6CBA (znacen téz C57B1/7) do tfetiho mésice po operaci naznalily i pfedbézné vysledky
pokusu ¢islo 1 (Cendelin a spol., 2006a,b).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 tydny

WOt THTHTTTHHTITHOTTCHTBHOOMO0N000NH]

_
D1-D10
. test test motoriky test prostorového histologické
. operace Htre“'“" I motoriky H a trénink 'uéeni (D1-D10) Dvyéetf’eni

Obr. 1: Casové schéma pokusu sledujiciho vliv transplantace embryonélni tkané mozecku a
nucené fyzické aktivity (tréninku na rotarodu) na schopnost prostorové orientace v Morrisoveé
vodnim bludisti.

8.2. Pokusna zvirata

Pouzity byly mysi typu Lurcher (+/Lc) a wild (+/+) kmene B6CBA obou pohlavi
z konvenéniho chovu Ustavu patologické fyziologie LF UK v Plzni. Pokusné mysi byly
ziskavany zéasadné kiizenim samice typu wild (+/+) a samce typu Lurcher (+/Lc) téhoz
kmene. Timto kfiZzenim bylo ziskéno ptiblizné¢ 50 % mlad’at typu Lurcher a 50 % mlad’at typu
wild. NezZivotaschopni homozygoti (Lc/Lc) se samoziejmé nevyskytovali. Voda a potrava
byly dostupné ad libitum. Teplota v chovném zafizeni byla 22-24 °C a vlhkost vzduchu byla
udrzovana v rozmezi 60-80 %. Periody svétla a tmy se stfidaly pravidelné po 12 hodinach (6-
18/18-6). Pokusy byly provadény béhem svétlé periody (v dobé od 7. do 16. hodiny).

Mysi byly drzeny v plastovych chovnych klecich s draténym vikem. Mlad’ata byla
odstavena od matky ve véku 27-29 dni. V pokusu sledujicim prezivani transplantatu byli
samci a samice po odstavu odd€leni a umisténi po 1-4 jedincich (1 mys v kleci o rozmérech

11 x 25 cm a vySce 14 cm, 2-4 mysi v klecich o rozmérech 18 x 25 cm a vysce 14 cm). Mysi
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pouzité ke sledovani prostorové orientace byly po odstavu v piipadé mladych zvitat nebo po
operaci v ptipadé dospélych umistény jednotlivé v klecich o rozmérech 11 x 25 cm a vySce
14 cm. Individudlni umisténi bylo zvoleno pro zajisténi standardnich podminek. Umisténi
vice zvitat v jedné kleci by znamenalo riziko nestejného ovlivnéni chovani zvitat socidlnimi
vztahy ve skupiné a vzijemnou agresivitou. Piedpokladalo by vytvoreni stejné pocetnych
skupin mysi stejného pohlavi pochéazejicich z jednoho vrhu. V idedlnim piipadé by bylo nutné
1 oddéleni mysi typu wild a Lurcher, nebot’ podle naSich pozorovani jsou mysi typu Lurcher
Castgji cilem agrese mysSi typu wild nez naopak (nepublikované pozorovani). Vzhledem
k nestejnému poctu samcii, samic, mys$i typu wild a Lurcher v jednotlivych vrzich by bylo

takové feseni nepraktické.

V pokusu sledujicim prezivani transplantatu bylo celkem pouzito 133 mysi. Do
skupiny dospélych mysi byla zatfazovana zvitata star$i nez 50 dni (praimérny vek: 131,8 dne,
smérodatnd odchylka: 57,8, maximum: 338 dntli, minimum: 57 dni). V tomto véku je u mysi
typu Lurcher olivocerebeldrni degenerace jiz znacné pokrocild. Mladé mysi byly operovany
ve véku 12-18 dntl (primérny vek: 13,8 dne, smérodatna odchylka: 0,9), kdy je podle projevi
ataxie jiz mozné odlisit jedince typu Lurcher a wild.

Pocty zvitat v jednotlivych skupinach byly nasledujici:

Mladé mysi Lurcher: n=42

Dospé€lé mysi Lurcher: n=50

Dospé€lé mysi wild: n=41

V pokusu sledujicim vliv transplantace, nucené motorické aktivity a jejich
kombinace na schopnost prostorové orientace bylo pouzito celkem 158 zvifat. Vek
dospélych zvifat v den operace byl rovnéZ nejméné 50 dnl (primérny veék: 112,7 dne,
smérodatnd odchylka: 38,9, maximum: 254 dnd, minimum: 50 dnid). Mladé mysSi byly
operovany ve veéku 12-18 dnt (primérny vék: 13,7 dne, smérodatna odchylka: 1,2).

Pocty zvirat v jednotlivych skupinach byly nasledujici:

Dospé€lé mysi Lurcher, transplantace, trénované: n=12

Dospélé mysi Lurcher, transplantace, netrénované: n=31

Dospélé mysi Lurcher, kontrolni operace, trénované: n=15

Dospélé mysi Lurcher, kontrolni operace, netrénované: n=21

Dospélé mysi wild, kontrolni operace: n=10

Mladé mysi Lurcher, transplantace, trénované: n=12
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Mladé mysi Lurcher, transplantace, netrénované: n=19
Mladé mysi Lurcher, kontrolni operace, trénované: n=14
Mladé mysi Lurcher, kontrolni operace, netrénované: n=16

Mladé mysi wild, kontrolni operace: n=8

V uvadénych poctech zvifat a charakteristice souborli nejsou zahrnuti jedinci, ktefi
uhynuli béhem operace, nebo po operaci jesté pfed ukoncenim pokust, a ktefi tedy nemohou

byt soucasti hodnocenych soubort.

Pokusy byly provddény se souhlasem Odborné komise pro praci s pokusnymi zvifaty

LF UK v Plzni a v souladu s etickymi a pravnimi normami.

8.3.  Statistické zpracovani

Ke statistickému zpracovani byly pouzity programy Statistica 7.0 a GraphPadInStat
3.06. Normalita rozlozeni dat byla testovana Kolmogorovovym-Smirnovovym testem.
Protoze zadny ze souborti dat nevykazoval normalni rozlozeni, byly dale pouzity
neparametrické testy, které jsou jmenovany vzdy na zavér popisu zptsobu hodnoceni
vysledkl jednotlivych pokust. Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily, pro které

bylo p<0,05.

8.4. Transplantace embryonalni mozeckové tkané

Transplantace byla provedena zptisobem odvozenym z metody pouzivané napiiklad
v laboratofich prof. Rossiho a prof. Sotela (Rossi a spol., 1992, 1994; Sotelo a Alvarado-
Mallart 1987b; Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993).

Pokusnym zvifatim byla transplantovdna embryondlni mozeckova tkan ve formé
solidniho transplantatu. Tento zptsob se ukézal z hlediska piezivani transplantdtu vhodnéjsi
ve srovnani s aplikaci bunécné suspenze (Schmidtmayerovd a spol., 2005). Manipulace
s embryi a disekce mozecku probihala ve studeném roztoku, ktery byl pouzit i pro skladovani
transplantadtu a jako vehikulum pii jeho aplikaci. Roztok byl pfipraven rozpusténim 9 g
chloridu sodného a 6 g glukézy v 1 1 redestilované vody a byl sterilizovan filtraci

jednordzovym sterilizacnim filtrem Steritop (Millipore) s primérem pért 0,22 pm.
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8.4.1. Darce transplantatu

Darcem tkané byla embrya myS$i bez mutace Lurcher nesouci gen pro zeleny
fluoreskujici protein (GFP). Embrya byla ziskdna zkiizenim samice stejného kmene, ze
kterého pochazel ptijemce tkané (B6CBA), a GFP pozitivniho samce kmene C57BL/6-
Tg(ACTB-EGFP)10sb/J. Gestacni staii embryi v den odbéru transplantatu bylo 12-13 dni
(E12-13) a bylo urcovano podle data vloZeni samce do chovné klece s darcovskou samici
(odpoledne). Nasledujici den byl pocitan jako nulty. Samec byl vyjmut dal$i den dopoledne.
Gravidni samice byly identifikovany podle vyrazného vzestupu télesné hmotnosti. Odbér
embryi a transplantace prob&hly 12 dni po odstranéni samce z chovné klece s darcovskymi
samicemi. V tomto dnu tedy bylo stafi embryi 12, respektive 13 dniim podle toho, kdy doslo

k oplozeni.

8.4.2. Odbér transplantatu

Gravidni déarcovské samice byly hluboce anestezovany thiopentalem. Po dikladné
dezinfekci biicha septonexem, byla prostfizena bfisni sténa a déloha byla vysunuta z bfisni
dutiny. Embrya byla vyjimana nejprve z jednoho rohu, pak z druhého, vzdy od horniho pdlu
kaudalnim smérem. Tento postup udrzuje nejdéle cévni zdsobeni placenty embrya, které je
vyjmuto jako posledni. Embrya byla vklddana do Petriho misky s chladnym roztokem
(slozeni viz vySe). Embrya byla dekapitovana a hlavy byly pfeneseny do dalsi Petriho misky
s ¢istym roztokem. Pritomnost GFP byla ovéfena ozarenim ultrafialovou lampou. Dale
pouzita byla jen zelen¢ fluoreskujici embrya, kterd byla ptenesena do dal$i misky s roztokem.

Z hlav embryi byl pod stereoskopickym mikroskopem vypreparovan mozkovy kmen.
Dukladné byly odstranény meningy. Zaklad mozecku nachdzejici se po stranich spodiny
budouci c¢tvrté mozkové komory byl oddélen v podobé dvou srpkovitych nebo ptiblizné
polokruhovitych kouski tkané (obr. 2). Kousky embryondlniho mozecku byly shroméazdény
do plastové zkumavky (Eppendorf) s vySe popsanym roztokem, ulozeny v kadince s ledovou
tfisti a takto uchovavany do doby transplantace piijemci. Tato doba byla pokud mozno co
nejkrat$i a v Zadném ptipadé neptesdhla 5 hodin. Ze vSech pouzitelnych embryi ziskanych
z jedné samice byly odebrany mozecky. Ty byly shromazdény v jedné zkumavce a pak
transplantovany piijemctim. Teprve poté byla ptfipadné pouzita dal$i gravidni samice.
Jednomu piijemci byly aplikovany 2 kousky embryondlniho mozecku, tedy mnozstvi
odpovidajici tkani ziskané zjednoho embrya (vzhledem ke smichani vSech kouskl tkané
ziskanych ze vSech embryi pochdzejicich od stejné matky nemusely byt oba kousky z té¢hoz

jedince).
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6-7 mm

Obr. 2: Schéma preparace embryonalniho mozecku. Cervené je zbarvena &ast mozkového
kmene se zdklady mozecku, ktera byla vypreparovéana (vlevo) a zdklad mozecku po stranach
budouci spodiny ¢tvrté komory (uprostied).

8.4.3. Aplikace transplantatu

Dospéli pfijemci transplantatu byli anestezovani smeési ketaminu a xylazinu
aplikovanou intraperitonealné¢ v davce 2,8 ml/kg télesné hmotnosti. Roztok anestetika byl
pfipraven smichanim 20 objemovych dilti 5% roztoku ketaminu a 8 objemovych dila 2%
roztoku xylazinu. Vysledna davka ketaminu tak byla 100 mg/kg télesné hmotnosti, xylazinu
16 mg/kg télesné hmotnosti. Mladym mysSim bylo aplikovano 0,01 ml smési anestetik bez
ohledu na télesnou hmotnost a tato anestézie byla doplnéna kryoanestézii.

Postup operace byl nasledujici. Anestezované mysi byla ostfithdna srst v parietalni a
okcipitalni oblasti hlavy a tato oblast byla potfena dezinfekénim roztokem. Mys§ byla
upevnéna do stereotaxického aparatu a operacni pole bylo opét vydezinfikovano. Na ocni
rohovky byl képnut fyziologicky roztok a oci byly piekryty vrstvickou bunicité vaty zvlhéené
rovnéz fyziologickym roztokem k prevenci osychani rohovek. Kozni fez byl veden skalpelem
ve stfedni ¢are v zadni ¢asti parietalni oblasti a v okcipitalni oblasti hlavy. Délka fezu byla asi
1 cm. Sijové svalstvo bylo tupé preparovano ve stiedni &aie tak, aby byl ziskan piistup
k okcipitalni kosti v oblasti mezi a pod uUponem S§ijovych svali a k atlantookcipitalni
membrané. Atlantookcipitdlni membrana byla punktovana injekéni jehlou (22 G), aby unikl
maly objem mozkomisniho moku. Tim vznikl v lebce prostor pro transplantat a vehikulum a
omezilo se riziko uniku vehikula s transplantdtem ven z lebky. V okcipitalni kosti ve stfedni
¢are tésné pod upony $ijovych svali (Bregma — 8,7 mm) byl vyvrtan otvor o priméru do 2
mm. Dva kousky embryondlniho mozecku v 10 ul vehikula (slozeni viz vyse) byly injikovany
do otvoru v lebce sklenénou mikrokapilarou (primér kapilary 2 mm, pramér konce hrotu 0,75

mm) spojenou silikonovou hadi¢kou s mikrostiikackou Hamilton o objemu 10 pl. Cely
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systém byl naplnén vehikulem. Hrot mikrokapilary zasahoval 1-1,5 mm pod vnéj$i povrch
lebky. Po aplikaci transplantatu byl hrot mikrokapilary ponechén nékolik sekund v otvoru.
Poté byl vyjmut. Réna byla sesita jednotlivym stehem v jedné vrstvé vstiebatelnym Sicim
materidlem (Catgut, Monolac, Chirlac rapid, Chirmax s.r.0.). My§ byla uvolnéna ze
stereotaxického drzdku. Réna byla dezinfikovana. MyS byla ulozena na vyhiivaci podlozce,
dokud se neobjevila spontanni motoricka aktivita. Poté byla vracena do chovné klece.

Dospélym 1 mladym kontrolnim mys$im typu Lurcher a mySim typu wild byla
provedena kontrolni operace. Postup byl shodny s pribéhem transplantace s tim rozdilem, ze
misto transplantatu bylo aplikovano samotné vehikulum v objemu 10 pl.

Béhem operace nebo po operaci, jeste¢ pred ukoncenim pokusti, uhynulo ptiblizné 10

% operovanych zvifat.

8.5. VySetieni pritomnosti a morfologie transplantatu

Mozecky a mozkové kmeny mysi, kterym byl aplikovan transplantat byly vySetfeny
histologicky ke zjiSténi ptezivani transplantatu a k orientaénimu posouzeni jeho lokalizace a
struktury.

Odbér vzorkl tkané k vySetfeni byl proveden u myS$i pouzitych pro sledovani
prezivani transplantatu ptiblizné¢ 3 (17-25 dnt), 6 (38-46 dnl) a 9 tydni (59-67 dnl) po
transplantaci. 3 tydny po transplantaci bylo vySetfeno 13 mladych mysi typu Lurcher, 17
dospélych mysi typu Lurcher a 13 dospélych mysi typu wild. 6 tydnli po transplantaci bylo
vySetfeno 13 mladych mysi Lurcher, 17 dospélych mysi Lurcher a 13 dospélych mysi typu
wild. 9 tydnid po transplantaci bylo vySetfeno 16 mladych mysi Lurcher, 16 dospélych mysi
Lurcher a 15 dospélych mysi typu wild.

U vSech mysi, kterym byl aplikovan transplantat a u nichZ byl sledovan funkéni vliv
transplantace a fyzické aktivity, bylo histologické vySetieni provedeno po skonceni funkénich

pokust, tj. 10-11 tydni po transplantaci.

8.5.1. Histologické zpracovani

Pokusnd zvifata byla hluboce anestezovana intraperitonedlné aplikovanym
thiopentalem a transkardidln¢ perfundovana fosfaitovym pufrem (pH 7,4) a 4%
paraformaldehydem (pH 7,4). Mozky byly vyjmuty a vlozeny na nékolik dni do 4%
paraformaldehydu (pH 7.,4) k postfixaci. Pak byly vloZeny na 16-20 hodin (pfes noc) do 30%

roztoku sacharézy ke kryoprotekci a zmrazeny. Mozkovy kmen, mozecek byly krajeny
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kryostatem na 50um frontdlni fezy, které byly ukladany do jamek platicka s fosfatovym
pufrem (pH 7,4).

Pritomnost transplantatu byla zjiStovana v nativnich fezech pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu. Protoze buiiky darce (a buiky vzniklé jejich délenim) exprimovaly GFP,
zatimco tkén¢ hostitele nikoliv, byly zelen¢ fluoreskujici buiniky povazovany za bunky
transplantatu nebo buiky vzniklé jejich proliferaci. Fluorescencni mikroskopie umoznila
rovnéz posoudit velikost transplantitu, jeho kompaktnost nebo naopak prostoupeni
nefluoreskujici tkani a identifikovat jednotlivé bunky, které migrovaly z transplantatu do
hostitelské tkané.

Za jedince, u kterého transplantat piezil do doby usmrceni, bylo povazovano zvite, u
nehoz byla nalezena zelen¢ fluoreskujici tkan, byt se jednalo né¢kolik buné€k.

Po vySetteni a fotografické dokumentaci nativnich preparatii pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu byly fezy obarveny dle Nissla za ucelem detailngjsitho posouzeni morfologie
transplantatu. Postup byl nasledujici. Rezy byly napnuty na Zelatinovana podlozni skla. Po
zaschnuti byla skla s fezy postupné vklddana do etanolu s formaldehydem (slozeni roztoku:
200 ml 95% etanolu, 50 ml 40% formaldehydu) na 5 minut, do 95% etanolu na 2 minuty,
smési chloroformu, etanolu a éteru (slozeni roztoku: 240 ml chloroformu, 30 ml 96% etanolu,
30 ml diethyléteru) na 10 minut. Poté byly fezy dehydratovany v 95% etanolu (2 minuty),
v spiritus absolutus (2 minuty) a vlozeny na 5 minut do xylenu. Néasledovala postupna
rehydratace v spiritus absolutus (2 minuty), 95% etanolu (2 minuty) a destilované vodé (2
minuty). Vlastni obarveni probéhlo v 1% vodném roztoku thioninu po dobu 14 minut. Potom
byly preparaty ponofeny na nékolik sekund do destilované vody s nékolika kapkami kyseliny
octové. Nasledovala dehydratace v 70% etanolu s nékolika kapkami kyseliny octové (n€kolik
s), 95% etanolu (2 minuty) a v spiritus absolutus (2 minuty). Pak byly preparaty projasfiovany
dvakrat po 5 minutich v xylenu a nakonec zality médiem NEO-ENTELAN a prekryty
krycimi skly.

Obdobnym zptsobem byly obarveny dle Nissla fezy mozecku vybranych kontrolné

operovanych zvitat k posouzeni ptipadnych znamek poranéni vpichem kapilary.

8.5.2. Hodnoceni piezivani transplantatu

Prezivani transplantatu bylo hodnoceno jako podil (procento) zvifat, u nichz byl
transplantat nalezen, zcelkového poctu zvifat, kterym byl aplikovan. Za jedince
s pfezivajicim transplantatem byla povazovana ta zvitata, u kterych byl nalezen alespon maly

kousek fluoreskujici tkan€¢ nebo néckolik fluoreskujicich bunck. K porovnani ptezivani
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transplantatu v jednotlivych skupinach mysi byl pouzit Fishertiv test. K porovnani vyskytu
diferencované typické struktury mozeckové kiry v transplantitu a k porovnani vyskytu
prorustani nervovych vldken nebo bun¢k z transplantatu do okolni tkdn€¢ mezi jednotlivymi

skupinami byl pouzit rovnéz Fishertiv test.

8.6. Nucena fyzicka aktivita

Cast mysi typu Lurcher po transplantaci nebo po kontrolni operaci byla vystavena
opakovanému nucenému tréninku na rotarodu. Primér valce rotarodu byl 4 cm, délka
segmentl valce pro jednotlivé myS$i 6,5 cm. Po obou strandch byly segmenty ohraniceny
kotouci z Cerveného plastu o priméru 22 cm soustiednymi s valcem, které zamezovaly padu
mys$i do strany a kontaktu mysi v sousednich segmentech. Povrch vélce byl potazen drsnou
gumovou vrstvou. Rychlost rotace byla 4 ota¢ky za minutu.

Trénink byl zahajen 12 dni po operaci. Probihal v 6 pétidennich cyklech, mezi kterymi
byly dvoudenni ptestavky, tedy po 6 tydnii, a dva dny v sedmém tydnu. Celkem byl trénink
proveden v 32 dnech. Denn¢ stravily mysi na rotarodu celkem 8 minut. Trénink byl rozdélen
do 4 dvouminutovych tusektll, mezi kterymi byly pétiminutové prestavky. Mys byla umisténa
na rotarod hlavou proti sméru rotace a bylo zahdjeno méteni Casu. Pokud mys$ spadla,
automaticky pferusila méfeni casu. Co nejrychleji byla vracena na rotarod a soucasné bylo
mefeni Casu opét spusténo a pokracovalo od hodnoty v okamziku ptreruSeni. Takto se
procedura opakovala, dokud celkovy ¢as straveny na rotarodu nedosahl 120 s.

Druhd ¢ast mysi typu Lurcher byla ponechéna bez tréninku, stejné jako vSechny mysi

typu wild.

8.7.  Test prostorového uceni

Prostorova orientace a schopnost prostorového uceni byla vySetfovana metodou
Morrisova vodniho bludisté¢ (Morris, 1984). Jde o standardni metodu vyzkumu prostorového
uceni pouzivanou u laboratornich potkanti a mysi. Pokusny objekt se uci v kruhovém bazénu
naplnéném vodou hledat ostriivek. Pouzili jsme bily plastovy kruhovy bazén o priméru 95
cm. Hloubka vody byla 20 cm, vyska stény nad hladinou byla 10 cm. Teplota vody byla
udrzovana v rozmezi 26-29 °C, aby bylo omezeno prochladnuti mysi. To hrozi vice mutantim
typu Lurcher, ktefi maji potize s vysuSenim srsti 1 pii pomeérné dlouhych intervalech mezi

jednotlivymi starty. Ostriivek byl vyroben ze skla a prihledného plastu. Jeho kruhova
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ploSinka méla primér 7,5 cm a byla ponofena 0,5 cm pod hladinou vody. Ostrivek byl tedy
pro plavajici mys skryty. V bludisti nebyly zddné vnitini znacky. K orientaci mohla zvitata
vyuzit objekty v okoli bludisté, naptiklad plakat na sténé laboratote, zativky na stropé, okno
(po celou dobu experimentu zatemnéné, laboratof byla osvicena umélym osvétlenim), kamera
zaveéSena nad stifedem bludisté, laboratorni nabytek. Na obvodu bludist¢ byly ureny 4
startovni body pracovné oznacené jako sever (S), jih (J), zédpad (Z) a vychod (V). Ostriivek
byl trvale lokalizovan ve stfedu jithozédpadniho kvadrantu.

Pokus byl zahajen 61 dnii po operaci (v piipadé trénovanych mysi to znamena 6 dni
po poslednim dnu tréninku) a probihal stejnym zplisobem 10 po sob& nasledujicich dni.
Denné byly provedeny 4 starty, kazdy z jiného startovniho bodu v potadi S, J, Z, V. Diivodem
pro stiidani startovnich pozic bylo ztizeni moznosti idiotetické navigace k cili. Vpusténi mysi
do bludisté probihalo nasledovné: Mys byla donesena ke startovnimu bodu, cestou i v misté
startu bezprostfedné pred vypusténim, avSak jesté¢ vné bludisté, byla né€kolikrat zhoupnuta do
strany (ke ztizeni identifikace startovniho bodu idiotetickymi mechanismy navigace) a
vlozena do bludisté¢ hlavou ke sténé. V bludisti byla kazdd myS ponechana nejvySe 60 s.
Pokud do té doby nenasla ostriivek sama, byla na n¢j navedena experimentatorem. Bez ohledu
na to, zda mys$ ostriivek nasla nebo na néj byla navedena, byla po kazdém startu ponechdna na
ostrivku 30 s. Poté byla vracena do plastové klece, kde setrvala do dalSiho startu. Piestavky
mezi starty trvaly 12 minut.

Pohyb mysi byl registrovan automatickym stopovacim zatizenim EthoVision 3.0
(Noldus, Nizozemsko) sestavajicim z kamery umisténé nad stfedem bludisté, monitoru a
pocitace s prislusSnym software pro identifikaci pokusného objektu v bludisti, ukladani udaji o
jeho poloze v Case a fizeni registrace. Registrace byla automaticky ukoncéena, pokud mys$
vysplhala na ostrivek nebo se alesponi zachytila na jeho okraji.

Me¢ieny byly latence dosazeni ostriivku, délka drahy a primérnd rychlost plavani.
Latence dosaZeni ostriivku piedstavuje dobu mezi startem a dosaZzenim ostrivku. V ptipade
nenalezeni ostrivku byla hodnota latence dosazeni ostriivku urcena jako maximalni doba
trvani jednoho pokusu, tj. 60 s. Délka drahy piedstavovala vzdalenost uplavanou za celou
dobu registrace, tj. mezi startem a dosazenim ostrivku, popiipadé za celou dobu 60 s,
nedosdhla-li mys$ ostriivku. Pro kazdého jedince byly vypocitdny primérné hodnoty ze Ctyt
startli provedenych v daném dnu pokusu a teprve tyto hodnoty byly dale zpracovavéany (tim
byl odstranén naptiklad vliv rizné vzdalenosti ostrivku od jednotlivych startovnich bodi).

K posouzeni vyznamnosti zmény latenci, délek drahy a rychlosti plavani v priabéhu

pokusu byla pro jednotlivé skupiny pouzita Friedmanova ANOVA. Déle byl hodnocen pomér
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latenci dosazeni ostrivku posledni a prvni den pokusu (D10/D1) a obdobn¢ pomér délky
drahy posledni a prvni den pokusu, které jsou ukazatelem miry zmény parametri a
indikatorem uceni. K posouzeni zavislosti v§ech sledovanych parametra (latenci, délek drahy
a rychlosti v jednotlivych dnech pokusu, pomért latenci a poméri délek drahy) na
experimentalni skupiné byl pouzit Kruskal-Wallistv test (nezdvisle proménna: experimentalni
skupina). Pro parametry identifikované jako statisticky vyznamné se liSici mezi skupinami byl
nasledné pouzit Mann-Whitneytv test jako post-test k posouzeni vyznamnosti rozdili mezi
jednotlivymi  skupinami (nebyly srovnavany vSechny mozné kombinace dvou
experimentalnich skupin, ale byla provedena pouze ta srovnani, ktera byla predmétem zajmu).
Pro parametry, které naopak nezavisely statisticky vyznamné na experimentalni skupiné,
nebyly rozdily mezi jednotlivymi skupinami dale uvazovany.

Z my$i, kterym byl aplikovan transplantat, byly k vyhodnoceni vysledki testu
prostorové orientace pouzity jen ty, u kterych transplantat prezil do doby ukonceni pokust a
byl nalezen histologickym vySetfenim. Zvifata, u nichz transplantat nalezen nebyl, byla
vyloucena ze souboru, protoze u nich nebyl doklad o alesponi docasném pulsobeni

transplantatu.
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9, VYSLEDKY

9.1.

Nebyly zjistény vyznamné rozdily v piezivani transplantatu mezi jednotlivymi
skupinami pokusnych mysi a v zddné skupin€ mysi nebyla patrna tendence k poklesu vyskytu
transplantatu s prodluzujici se dobou po operaci. PoCty zvifat, u kterych byl transplantat

nalezen histologickym vysSetfenim, a pocty mysi, u nichz zanikl, jsou uvedeny v tab. 1.

Prezivani a morfologie transplantatu

Procentudlni vyjadieni pfezivani transplantatu je znazornéno v grafu (obr. 3).

Prezivani transplantatu
Tydny po operaci 3 6 9
ano ne ano ne ano ne
Dospélé WT 9 4 13 0 13 2
Dospélé Lc 15 2 15 2 13 3
Mladé Lc 11 2 12 1 15 1

Tab. 1: Pocty dospclych mysi typu wild (WT) a dospélych a mladych mysi Lurcher (Lc)
vysetienych 3, 6 nebo 9 tydnl po transplantaci, u kterych byl nalezen transplantat, a pocty

zvitat, u kterych transplantat nalezen neby]l.
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Obr. 3: Piezivani transplantdtu u dospélych mysi typu wild (WT) a dospélych a mladych
mutanti typu Lurcher (Lc) 3, 6, a 9 tydni po transplantaci v % jedincd, kterym byl

transplantat aplikovan.
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U nékterych zvifat byl nalezen jen jeden transplantat. Jindy bylo nalezeno vice
mensich kouskl fluoreskujici tkdn€ (az pét) mnohdy od sebe znaéné vzdalenych. Velikost
transplantatu kolisala od utvarti o priméru v transversadlnim sméru az 5 mm ptekryvajicich
vice nez polovinu povrchu hostitelského mozecku (obr. 4) po néckolik jednotliveé
roztrousenych bunék nebo shluk n€kolika bunék (obr. 5, 6). Pod velkymi transplantaty byl
mozecek piijemce deformovany a vyrazné zploStély (obr. 9). Mensi transplantaty
lokalizované na mozecku piijemce meély mnohdy nekompaktni strukturu a v jejich okoli bylo
patrné naruSeni struktury mozecku piijemce (obr. 5), pfipadné bylo malé mnoZstvi
fluoreskujici tkan¢ nalezeno na dné defektu v mozecku piijemce (obr. 6). U jedinct
podrobenych kontrolni operaci podobna poskozeni mozecku zjisténa nebyla. Nebyla patrna

souvislost velikosti transplantatu s dobou, ktera uplynula od transplantace.

Obr. 4: Transplantat velkych rozméra. V ¢asti je patrna tendence k diferenciaci vrstev
mozeckové kiry. Makroskopickd mozeckova struktura v§ak zachovana neni. Mlada mys typu
Lurcher. Nativni preparat.

33



Obr. 5: Transplantait malych rozméri. Na povrchu patrnd eroze, v okoli transplantatu
naruseni architektury mozecku ptijemce. Dospéla mys typu wild. Nativni preparat.

Obr. 6: Transplantat malych rozmért na dné defektu v mozecku hostitele. Dospéla mys typu
wild. Nativni preparat.
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Transplantat byl nalezen v rGznych lokalizacich. Nejcastéji byl objeven na povrchu
mozecku hostitele nebo ¢aste¢né zanofeny v mozecku, vétsinou v oblasti jeho dorsélni plochy
(bez ohledu na dobu vySetfeni po operaci - u 25 dospélych mysi typu wild, 30 dospélych
mutanti Lurcher a u 32 mladych mutanti). Mnohem vzacnéji se nachazel na ventralnim nebo
lateralnim povrchu pontu nebo dorzalné od mozecku na povrchu prodlouzené michy (u 2
dospélych mysi typu wild, 2 dospélych mutantii Lurcher a u 3 mladych mutanti). Jindy byl
transplantat uloZen laterdlné mezi mozeckem a kmenem a byl tak v kontaktu s obéma
strukturami nebo se jeden transplantat nachazel na mozecku a dals$i na kmeni (u 8 dospélych
mysi typu wild, 9 dospélych mutantti Lurcher a u 2 mladych mutant). U zbyvajicich 3
jedinci nebylo puvodni ulozeni transplantatu hodnotitelné, nebot’ ve vSech tezech byl
transplantat zcela oddélen od hostitelskych tkani. Nelze vyloucit, ze se jednalo o artefakt
vznikly pfi zpracovani preparatu odtrZenim povrchné nasedajiciho transplantitu, pro coz
sveédci i fakt, ze byl zaroven vétSinou poskozeny.

U vétSiny mysi mél transplantat neuspotfadanou strukturu (obr. 7). U mensi ¢asti zvitat
byla alesponi v Casti transplantatu patrnd charakteristickd struktura mozeckové klry
s diferencovanymi tfemi vrstvami (obr. 8). Obvykle se jednalo o transplantaty vétSich
rozmérl. Drobnéjsi shluky bunék samoziejmé mozeckovou strukturu nevykazovaly. Mnohdy
se patrné¢ v téchto pripadech jednalo o zbytky zanikajiciho transplantatu (obr. 5, 6). Pocty
zvitat s prokazanou charakteristickou strukturou diferencovanou alesponi v ¢asti transplantatu
a poCty zvirat s neusporadanou strukturou jsou uvedeny v tab. 2. U mladych mysi typu
Lurcher byla v transplantatu nalezena charakteristickd mozeckova struktura castéji nez u
dospé€lych mysi typu Lurcher (Fishertv test: 6 tydnd po operaci p<0,001). Rozdily mezi
dospélymi zvitaty typu Lurcher a wild nebyly statisticky vyznamné. V zadné skupiné mysi
nebyl patrny trend zmény vyskytu uspoiadané struktury s rostoucim Casovym odstupem od
transplantace.

Propojeni mezi transplantatem a hostitelskou tkani bylo pomérné chudé. V mnoha
ptipadech byl transplantat proti hostitelské tkani ostfe ohraniceny (obr. 9). U nékterych zvitat
byl okraj transplantatu neostry, byla patrna fluoreskujici vlakna z néj vybihajici. Tato vldkna
obvykle probihala spiSe paralelné s povrchem mozecku, nikoliv smérem do hloubky
k mozeckovym jadrim (obr. 10). Nékdy byly v hostitelské tkdni mimo transplantat nalezeny
fluoreskujici buiiky, které tvarem a velikosti odpovidaly buiikdm Purkyfiovym a mély také
pro tento bunéény typ charakteristicky dendriticky strom, ktery vSak byl orientovan rliznymi
sméry (obr. 11). Obvykle se takové buiiky nachdzely v blizkosti transplantatu. Jen vyjimecné

byly nalezeny ve vétsi vzdalenosti a v takovém ptipad¢ jich nikdy nebylo mnoho. V nékolika
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piipadech bylo pozorovéano vriastani transplantatu do fisur mozecku hostitele (obr. 12). Ve
vSech pfipadech, kdy transplantat vytvarel néjaké interakce s hostitelskou tkani, byl
v kontaktu s mozeCkem. U mysi, u nichz byl transplantat lokalizovan na povrchu mozkového
kmene bez kontaktu s mozeckem (celkem 7 zvifat), zddné interakce patrné nebyly. Pocty
zvitat, u kterych byl transplantat ohraniCeny, a pocty zvifat, u nichz bylo pozorovéano
proristani vldken nebo bun¢k jsou uvedeny v tab. 3. U dospélych mys$i typu wild bylo
nalezeno prorastani vldken nebo buné€k z transplantatu do hostitelské tkané castéji nez u
dospélych mysi typu Lurcher (Fishertiv test: 6 tydnt po operaci p<0,0123). U mladych mysi
typu Lurcher bylo nalezeno prortistani Castéji nez u dospélych (Fishertv test: 6 tydni po
operaci p<0,03). Nebyl patrny trend zmény vyskytu proriistani s rostouci dobou, ktera

uplynula od transplantace.

Vyskyt diferencované struktury mozeckové kiry
Tydny po operaci 3 6 9
% ano ne % ano ne % ano ne
Dospélé WT 22 2 7 54 7 6 23 3 10
Dospélé Lc 14 2 12 20 3 12 46 6 7
Mladé Lc 50 5 5 90 9 1 80 12 3

Tab. 2: Procento mys$i, u kterych byla nalezena alesponn v ¢asti transplantatu typicky
trojvrstevna struktura mozeckové kiry, pocty dospélych mysi typu wild (WT) a dospélych a
mladych mysi typu Lurcher (Lc) vySetfenych 3, 6 nebo 9 tydnli po transplantaci s vyskytem
struktury mozeckové kiiry, a pocty zvifat, u kterych takova struktura nalezena nebyla. U
zbyvajicich 4 zvitat bylo vySetieni nejednoznacné.

Vyskyt prortstani transplantatu do hostitelské tkané
Tydny po operaci 3 6 9
% ano ne % ano ne % ano ne
Dospélé WT 67 6 3 83 10 2 75 9 3
Dospélé Lc 50 7 7 25 3 9 54 7 6
Mladé Lc 75 6 2 78 7 2 80 12 3

Tab. 3: Procento myS$i, u kterych bylo pozorovano proristani vldken nebo bunck
z transplantatu do hostitelské tkan¢€, pocty mysi typu wild (WT) a Lurcher (Lc) vySetfenych 3,
6 nebo 9 tydnli po transplantaci s vyskytem proristani a pocty zvifat, u nichz prorustani
pozorovano nebylo. Zahrnuta jsou pouze zvifata, u kterych byl transplantat v kontaktu
s mozeCkem. U 7 zvifat, u kterych se transplantdt mozeCku hostitele nedotykal, Zadné
interakce nalezeny nebyly. U zbyvajicich 5 mysi bylo vysetfeni nejednozna¢né z diivodu
volné lokalizace transplantatu nebo poskozeni fezi.
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Obr. 7: Transplantat bez charakteristického uspotfadani mozeckové kiry. Dospéla mys typu
Lurcher. Barveni dle Nissla.

-

Obr. 8: Transplantat s naznaCenym trojvrstevnym uspoiadanim mozeckové kury. Dospéla
mys typu Lurcher. Barveni dle Nissla.
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Obr. 9: Ostie ohranieny transplantat velkych rozmért. Je patrnd deformace mozecku
hostitele. Dospéla mys typu Lurcher. Nativni preparat.

Obr. 10: Prortstani vladken z transplantatu do okoli. Patrny je také kanal prochéazejici
transplantatem a dokladajici jeho vaskularizaci. Mladé mys typu Lurcher. Nativni preparat.
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Obr. 11: Purkyniovy buiikky mimo vlastni solidni transplantat. Orientace dendritickych stromt
neni jednotna. Buiky jsou blizko povrchu mozecku hostitele. Mladd myS$ typu Lurcher.
Nativni preparat.

Obr. 12: Rozmérny transplantat vristajici do fisur mozecku hostitele, jinak vSak rostouci
spiSe ohrani¢en¢. Mlad4 mys typu Lurcher. Nativni preparat.
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9.2. Hodnoceni vlivu transplantace a fyzické aktivity

9.2.1. Prezivani transplantatu u trénovanych a netrénovanych mysi

Z 31 dospélych netrénovanych mysi typu Lurcher, kterym byla aplikovana
embryondlni tkan mozecku, byl transplantat nalezen u 23 a zanikl u 8 jedincti. Z 12 dospélych
mysi trénovanych na rotarodu byl transplantat nalezen u 8 a nebyl pfitomen u 4 zvifat.
V ptipad¢ mladych netrénovanych mysi byl transplantat nalezen u 17 z 19 operovanych mysi
a nebyl nalezen u zbyvajicich dvou. Ve skupiné mladych trénovanych mysi prezil transplantat
ve vSech 12 pfipadech. Procentudlni vyjadieni piezivani transplantitu v jednotlivych
skupinach je znazornéno graficky (obr. 13). Rozdily v piezivani mezi jednotlivymi skupinami

mysi nebyly statisticky vyznamné.

[%] PFezivani transplantatu
120 -
100,0
100 - 89,5
go 742 N
7 66,7
60 -
40 -
20
0 4. A\
Dospélé Dospélé Mladé Mladé
netrénované trénované netrénované trénované

Obr. 13: Pfezivani transplantdtu u mladych a dospélych trénovanych a netrénovanych mysi
typu Lurcher v % jedincti, kterym byl transplantat aplikovan.

Morfologické néalezy byly velmi podobné, jako ve skupindch mysi vySetfovanych 3, 6
a 9 tydni po transplantaci (odstavec 8.1.). I v souborech trénovanych a netrénovanych mysi
typu Lurcher byly nalezeny transplantaty rozli¢né velikosti od nékolika bun¢k az po utvary
majici v priméru nékolik mm. Na povrchu hostitelského mozecku nebo c¢aste¢né v ném
zanoteny byl transplantat nalezen u 18 dospélych netrénovanych, 6 dospélych trénovanych,
11 mladych netrénovanych a 8 mladych trénovanych zvifat. Na povrchu mozkového kmene

v blizkosti mozecku byl transplantat nalezen u 4 dospélych netrénovanych a jedné dospé€lé
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trénované mysi. Celkem v 11 ptipadech byl transplantat v kontaktu zaroven s mozeckem i
kmenem nebo jeden z transplantati nasedal na mozecek a dal$i na kmen (u jedné dospélé
netrénované a jedné trénované mysi, u 5 mladych netrénovanych a 4 mladych trénovanych
mys$i). V jednom piipadé nebylo mozné pivodni lokalizaci urcit.

Typickd mozeckova struktura se tfemi vrstvami kiry byla nalezena alespon v Casti
transplantatu jen u nékterych jedincl. Pocty zvitat s prokdzanou charakteristickou strukturou
diferencovanou alesponi v ¢asti transplantatu a pocty zvifat s neuspotfddanou strukturou jsou
uvedeny v tab. 4.

I v tomto souboru byly interakce mezi transplantatem a okolni tkani pfijemce pomérné
chudé. Pokud bylo pozorovano prorastani vldken z transplantatu, nebylo masivni a vldkna
probihala pfi povrchu mozecku piijemce. Fluoreskujici burniky lokalizované mimo transplantat
byly obvykle v jeho blizkosti a jen ojedinéle byly pozorovany ve vétsi vzdalenosti. Tam, kde
bylo pozorovéano proriistani vldken nebo bunék, byl transplantat v kontaktu s mozeckem.
AvSak ne vzdy znamenal kontakt s mozeckem vyskyt proristani. Naopak ve vSech 5
piipadech, kdy byl transplantat v kontaktu jen s kmenem, byl ostfe ohraniCeny a prortstani
nebylo pozorovano. Pocty zvifat s patrnym proristanim vldken nebo bunck a pocty zvitat
s ohrani¢enym transplantatem jsou uvedeny v tab. 4.

Rozdily ve vyskytu diferencované struktury a prordstani mezi trénovanymi a
netrénovanymi zvitaty nebyly statisticky vyznamné. Mezi dospélymi a mladymi trénovanymi
p<0,0436). U

zvitaty byl vyznamny rozdil ve vyskytu proristani (Fishertv test:

netrénovanych mysi rozdil nebyl statisticky vyznamny.

Vyskyt diferencované struktury | Vyskyt prorustani transplantatu
mozeckové kiiry do hostitelské tkané
% ano ne % ano ne
Dosp¢lé netrénované 48 11 12 47 9 10
Dospélé trénované 13 1 7 0 0 7
Mladé netrénované 65 11 6 73 11 4
Mladé trénované 50 6 6 50 6 6

Tab. 4: Vlevo: Procento mysi s vyskytem diferencované struktury mozeckové kiry, pocty
dospélych a mladych, trénovanych a netrénovanych mysi Lurcher, u kterych byla nalezena
struktura mozeckové kiry, a pocty zvirat, u kterych nalezena nebyla. Vpravo: Procento mysi s
vyskytem proristani vlaken nebo bunék z transplantatu do hostitelské tkan¢, pocty mysi tychz
skupin, u kterych bylo pozorovano prorustani, a pocty zvifat, u kterych pozorovano nebylo.
Zahrnuta jsou pouze zvitata, u kterych byl transplantat v kontaktu s mozeckem. U 5 zvifat, u
kterych se transplantdt mozecku hostitele nedotykal, Zadné interakce nalezeny nebyly. U
zbyvajicich 2 zvirat byl nalez v tomto ohledu nejednoznacny.
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9.2.2. Prostorova orientace v Morrisové vodnim bludiSti

9.2.2.1. Zikladni srovnani mysi typu Lurcher a wild s ohledem na vék
U mysi vSech experimentalnich skupin byla pozorovana schopnost u¢eni v Morrisové

vodnim bludisti. V pribéhu deseti dni pokusu dochazelo ke zkracovani latenci dosazeni
ostrivku 1 uplavané drahy. Uréitym vyvojem prosla u nekterych skupin mys$i i rychlost
plavani (hladiny vyznamnosti v tab. 5). Pomér latenci a pomér délek drahy v poslednim a
prvnim dnu pokusu (D10/D1) ukazujici miru zmény je uveden v tab. 6. Poméry latenci a
drédhy v poslednim a prvnim dnu se vyznamné liSily mezi experimentdlnimi skupinami mysi
(Kruskal-Wallistiv test pro vSech 10 experimentalnich skupin, experimentdlni skupina jako
nezavisle proménnd: pro pomér latenci H(9, n=144)=53,21496, p<0,0001, pro pomér délek
drahy H(9, n=144)=53,19773, p<0,0001).

Latence Dréha Rychlost

p< 4 p< * p< 4
Lc dospélé T+R n=8 | 0,00001 [38,55387]0,00019 |32,12727| NS |8,658832
Lc dospelé T n=23 |0,00001 | 105,1365] 0,00001 | 74,18419] 0,00856 | 22,10859
Lc dospélé K+R n=15 |0,00001 | 79,36827|0,00001 |73,72000 | 0,00421 | 24,06182
Lc dospélé K n=21 ]0,00001 |82,69980] 0,00001 |53,69610] 0,01605 |20,31755
WT dospélé K n=10 | 0,00001 |[67,27869] 0,00001 | 63,42545] 0,01332 | 20,85818
Lc mladé T+R n=12 | 0,00001 [71,03636]0,00001 | 67,05455] 0,03819 | 17,74987
Lcmladé T n=17 1 0,00001 |57,29536| 0,00001 {40,41818| NS | 11,13766
Lc mladé K+R n=14 ]0,00001 |{72,91678| 0,00001 |74,02597]0,00136 | 27,08192
Lc mladé: K n=16 |0,00001 |88,4492210,00001 |77,30455| NS |16,25455
WT mladé K n=8 |0,00001 |53,11912]0,00001 |50,31818| NS | 12,98786

Tab. S: Statistickd vyznamnost zmén latenci dosazeni ostrivku, délky drahy a rychlosti
plavani v Morrisové vodnim bludisti v prabéhu 10 dni pokusu u jednotlivych
experimentalnich skupin mysi typu Lurcher (Lc) s transplantatem trénovanych na rotarodu
(T+R), netrénovanych s transplantitem (T), kontrolnich trénovanych (K+R), kontrolnich
netrénovanych (K) a u kontrolnich mysi typu wild (WT, K) - Friedmanova ANOVA. Hladiny
vyznamnosti p>0,05 jsou oznaceny jako NS (nesignifikantni).
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Pomér latenci Pomeér délek drahy

Lc dospélé T+ R 0,444 +£ 0,168 0,516 £0,232
Lc dospélé T 0,459 + 0,257 0,607 + 0,457
Lc dospélé K + R 0,32+0,114 0,341 £0,137
Lc dospélé K 0,567 +£0,275 0,72+ 0,412

WT dospélé K 0,12 +£0,05 0,1423 £ 0,073
Lcmladé T + R 0,386 £ 0,184 0,435+ 0,257
Lc mladé T 0,433 £ 0,291 0,506 + 0,375
Lc mladé K + R 0,459 £ 0,344 0,458 £0,336
Lc mladé K 0,323 £ 0,135 0,3454 £ 0,155
WT mladé K 0,097 + 0,025 0,093 + 0,026

Tab. 6: Primérné poméry latenci dosazeni ostrivku a poméry délek drahy v poslednim (D10)
a prvnim (D1) dnu pokusu v Morrisové vodnim bludisti (D10/D1) + smérodatna odchylka u
jednotlivych experimentalnich skupin mysi typu Lurcher (Lc) s transplantatem trénovanych
na rotarodu (T+R), netrénovanych s transplantitem (T), kontrolnich trénovanych (K+R),
kontrolnich netrénovanych (K) a u kontrolnich mysi typu wild (WT, K).

Latence dosaZeni ostrivku i délka drahy v Morrisové vodnim bludiSti vyznamné
zavisely na experimentalni skupiné zvifat ve vSech dnech pokusu s vyjimkou prvniho.
Rychlost plavani se statisticky vyznamné liSila mezi skupinami ve 4. az 10. dnu pokusu.

Statistické vyznamnosti jsou uvedeny v tab. 7.

Latence Draha Rychlost
p< H (9, n=144) p< H (9, n=144) p< H (9, n=144)
DI NS 12,68931 NS 14,46071 NS 10,48331
D2 0,0001 43,8361 0,0001 42,38543 NS 10,59878
D3 0,0001 53,10469 0,0001 55,05987 NS 12,51107
D4 0,0001 59,09629 0,0001 65,25264 0,0001 33,13967
D5 0,0001 63,9597 0,0001 65,87046 0,0008 28,56531
D6 0,0001 56,29923 0,0001 59,59719 0,0015 26,90077
D7 0,0001 57,99774 0,0001 61,25437 0,0005 29,88764
D8 0,0001 57,46937 0,0001 58,26621 0,035 18,01468
D9 0,0001 60,62564 0,0001 61,68635 0,0199 19,69777
D10 0,0001 61,6801 0,0001 65,83742 0,0003 31,29488

Tab. 7: Statistickd vyznamnost rozdilti latenci, délek drahy a rychlosti plavani v Morrisové
vodnim bludisti mezi zvifaty sledovanych experimentalnich skupin v jednotlivych dnech
pokusu (DI-D10) - Kruskal-Wallisiv test pro vSech 10 experimentdlnich skupin
(experimentalni skupina jako nezavisle proménna). Hladiny vyznamnosti p>0,05 jsou
oznaceny jako NS (nesignifikantni). Tam, kde nebyla statisticky vyznamnd zavislost na
experimentalni skuping€, nebyly rozdily mezi jednotlivymi skupinami déle sledovany.
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V testu v Morrisové vodnim bludisti byly pozorovany vyrazné rozdily v latencich i
délce drahy mezi jedinci typu wild a kontrolnimi zvitaty typu Lurcher u mladych i dospélych
mysi (obr. 14 A, B). Mlad¢é mysi typu wild dosahovaly od druhého a dospélé od prvniho dne
pokusu kratSich latenci 1 krat$i drahy nez kontrolni myS$i typu Lurcher piislusné vékové
skupiny (statistickd vyznamnost je uvedena vtab. 8). U mladych mysi nebyly rozdily
v rychlosti plavani mezi jedinci typu wild a Lurcher. Dospé€lé mysi typu Lurcher plavaly od
¢tvrtého dne pokusu (D4) v priméru rychleji nez dospélé mysi typu wild (statisticka

vyznamnost je uvedena v tab. 8) (obr. 14 C).

Mladé mysi: kontrolni mysi typu wild vs. kontrolni mysi typu Lurcher
Latence Draha Rychlost
p< U p< U p< U
Dl - - - - - -
D2 0,00486 18 0,00847 21 - -
D3 0,01432 24 0,00401 17 - -
D4 0,00039 6 0,00076 9 NS 32
D5 0,00118 11 0,00061 8 NS 60
D6 0,00061 8 0,00095 10 NS 51
D7 0,00024 4 0,00015 2 NS 33
D8 0,00015 2 0,00015 2 NS 50
D9 0,00009 0 0,00031 5 NS 45,5
D10 0,00012 1 0,00009 0 NS 51
Dospélé mysi: kontrolni mysi typu wild vs. kontrolni mysi typu Lurcher
Latence Draha Rychlost
p< U p< U p< U
Dl - - - - - -
D2 0,00006 10 0,00004 7 - -
D3 0,00002 2 0,00001 0 - -
D4 0,00001 0 0,00001 0 0,00085 26
D5 0,00002 3 0,00002 2 0,00054 23
D6 0,00002 2 0,00002 1 0,00114 28
D7 0,00001 0 0,00001 0 0,00235 33
D8 0,00002 2 0,00002 1 0,038402 56
D9 0,00002 3 0,00002 2 NS 60,5
D10 | 0,000021 3 0,00002 2 0,00005 8

Tab. 8: Statisticka vyznamnost rozdill latenci, délek drahy a rychlosti plavani v jednotlivych
dnech pokusu (D1-D10) v Morrisové vodnim bludisti mezi kontrolnimi jedinci typu wild a
kontrolnimi zvitaty typu Lurcher u mladych a u dosp€lych mys$i. Mann-Whitneytv test;
hladiny vyznamnosti p>0,05 jsou oznaceny jako NS; tam, kde nebyla zjiSténa statisticky
vyznamna zavislost parametru na experimentalni skupiné, nebyl rozdil mezi jednotlivymi
skupinami hodnocen (-).
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Mladé mysi typu wild také dosdhly nizs§iho poméru latenci (Mann-Whitneyav test:
U=0, p<0,00009) i poméru délek dridhy (Mann-Whitneylv test: U=0, p<0,00009) mezi
poslednim (D10) a prvnim (D1) dnem pokusu nez mladé kontrolni mysi typu Lurcher.
Rovnéz dospélé mysi typu wild dosahly niz§iho poméru latenci (Mann-Whitneytv test: U=6,
p< 0,00003) i délek drahy (Mann-Whitneyuv test: U=7, p< 0,00004) nez dospélé kontrolni
mysSi typu Lurcher (hodnoty pomérti jsou uvedeny v tab. 6).

U mysi typu wild nebyly mezi mladymi a dospélymi jedinci patrné rozdily v latencich,
délkach drahy ani rychlosti plavani v Morrisové bludisti (obr. 14). Poméry latenci a délek
drahy v poslednim a prvnim dnu pokusu se také vyznamné nelisily (hodnoty v tab. 6).

U kontrolnich mysi typu Lurcher dosahovala mladé zvifata kratSich latenci (v D3, D5-
D10) i kratSich drah (v D2, D3, D5-D10) nez dospé¢la pti mirné nizsi rychlosti plavani (v D4,
D5, D6, D10) (obr. 14). Statistické vyznamnosti jsou uvedeny v tab. 9. Poméry latenci a délek
drahy v poslednim a prvnim dnu pokusu byly signifikantné niz§i u mladych mutanti typu
Lurcher nez u dospélych (hodnoty v tab. 6) (Mann-Whitneytv test: pro pomér latenci U=75,
p<0,00436, pro pomér délek drah U=66, p<0,00177).

Mladé vs. dospé€lé mutantni mysi typu Lurcher
Latence Draha Rychlost

p< U p< U p< U
D1 - - - - - -
D2 NS 119,5 0,02524 95 - -
D3 0,02625 95,5 0,04305 102 - -
D4 NS 113 NS 106 0,02524 95
D5 0,00197 67 0,00396 74 0,03068 97,5
D6 0,00048 54 0,00038 52 0,0273 96
D7 0,00241 69 0,00326 72 NS 130
D8 0,01195 86 0,0215 93 NS 148
D9 0,00084 59 0,0006 56 NS 108
D10 0,00084 59 0,00034 51 0,00267 70

Tab. 9: Statistickd vyznamnost rozdila latenci, délek drahy a rychlosti plavani v jednotlivych
dnech pokusu (D1-D10) v Morrisové vodnim bludisti mezi mladymi a dospélymi kontrolnimi
(kontrolni operace, netrénované) jedinci typu Lurcher. Mann-Whitneytiv test; hladiny
vyznamnosti p>0,05 jsou oznaceny jako NS; tam, kde nebyla zjisté€na statisticky vyznamna
zavislost parametru na experimentalni skuping€, nebyl rozdil mezi jednotlivymi skupinami
hodnocen (-).
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Obr. 14: Primérné latence dosazeni ostriivku v s (A), délka drahy v cm (B) a rychlost plavani
v cm/s (C) v jednotlivych dnech pokusu v Morrisové vodnim bludisti (D1-D10) u dospélych a
mladych mysi typu wild (WT) a dospélych a mladych kontrolnich mysi typu Lurcher (Lc).
Chybové tsecky predstavuji sttedni chybu praméru.
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9.2.2.2. Vliv transplantace a tréninku u dospélych mysi

Dospélé trénované mutantni mysi typu Lurcher podrobené kontrolni operaci dosdhly
vyznamné kratSich latenci a drah (v D3-D10, statistické vyznamnosti v tab. 10) v Morrisoveé
bludisti neZ netrénované kontrolni mysi typu Lurcher pii niz$i rychlosti plavani (v D4, DS,
D6, D8, D10, statistické vyznamnosti v tab. 10) (obr. 15). U trénovanych zvifat byly nizsi
poméry latenci (0,320 vs. 0,567, Mann-Whitneytv test: U=72, p<0,00609) i délek drahy
(0,341 vs. 0,72, Mann-Whitneyiv test: U=63, p<0,00243) v poslednim a prvnim dnu pokusu

nez u netrénovanych.

Dospélé kontrolni mysi typu Lurcher: trénované vs. netrénované
Latence Draha Rychlost

p=< U p< U p=< U
Dl - - - - - -
D2 NS 98 NS 103 - -
D3 0,005 70 0,00156 59 - -
D4 0,00072 52 0,00028 44 0,01075 78
D5 0,00015 39 0,00004 28 0,00852 75,5
D6 0,00015 39 0,00006 32 0,0129 80
D7 0,01542 82 0,0027 64 NS 102
D8 0,01836 84 0,00409 68 0,02796 89
D9 0,005 70 0,00196 61 NS 112
D10 0,0005 49 0,00017 40 0,00053 49,5

Tab. 10: Statistickd vyznamnost rozdil latenci, délek drahy a rychlosti plavani
v jednotlivych dnech pokusu (D1-D10) v Morrisové vodnim bludiSti mezi dospélymi
netrénovanymi kontrolnimi mutanty Lurcher a dospélymi trénovanymi kontrolnimi mutanty
Lurcher. Mann-Whitneytv test; hladiny vyznamnosti p>0,05 jsou oznaceny jako NS; tam, kde
nebyla zjiSténa statisticky vyznamnda zavislost parametru na experimentalni skupiné, nebyl
rozdil mezi jednotlivymi skupinami hodnocen (-).

Dospélé netrénované mys$i typu Lurcher s pifezivajicim transplantitem dosahly
vyznamné kratSich latenci v Morrisové bludisti nez kontrolni netrénované mysi typu Lurcher
v jediném dnu (D5) pokusu (Mann-Whitneytv test: U=150,5, p<0,03251) a vyznamné kratsi
drahy pouze v 6. dnu (Mann-Whitneytv test: U=149, p<0,02976) a 7. dnu (Mann-Whitneylv
test: U=154, p<0,0398) pokusu (obr. 15 A, B). V ostatnich dnech nebyly statisticky vyznamné
rozdily. Rychlost plavani byla u téchto dvou skupin zvitat prakticky shodna s vyjimkou 10.
dne, kdy kontrolni zvitrata plavala rychleji (Mann-Whitneytv test: U=131, p<0,00943) (obr.

15 C). Poméry latenci a délek drahy v poslednim a prvnim dnu pokusu se vyznamné neliSily

(hodnoty v tab. 6).
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Dospélé trénované mysi typu Lurcher s pfezivajicim transplantatem, tedy ovlivnéné
obéma zplisoby, se v dosazenych latencich neliSily vyznamné od netrénovanych kontrolnich
my$i typu Lurcher. Rovnéz délka drahy téchto mysi se vyraznéji neliSila od délky drahy
kontrolnich zvifat (pouze v D4 izolovand statistickd vyznamnost: Mann-Whitneylv test:
U=36, p<0,01918) (obr. 15 A, B). Vyznamné se u téchto dvou skupin mysi nelisila ani
rychlost plavani (obr. 15 C) a poméry latenci a délek drahy v poslednim a prvnim dnu pokusu
(hodnoty v tab. 6).

Vysledky dospélych trénovanych mysi typu Lurcher s pfezivajicim transplantatem a
vysledky netrénovanych mys$i Lurcher s transplantitem se velmi podobaly ve vSech
sledovanych parametrech a nebyly mezi nimi Zadné vyznamné rozdily (obr. 15, tab. 6).

Dospélé trénované kontrolni mysi typu Lurcher dosdhly ve srovnani s trénovanymi
zvitaty s transplantatem ve 3., 9. a 10. dnu pokusu kratsich latenci (Mann-Whitneytv test: pro
D3 U=10, p<0,00125, pro D9 U=26, p<0,0282, pro D10 U=17,5, p<0,00609) a kratsi drahy
(Mann-Whitneytv test: pro D3 U=11, p<0,00157, pro D9 U=21, p<0,01183, pro D10 U=8,
p<0,00079) (obr. 15 A, B). Rychlost plavani se vyznamné neliSila a ani v pomérech latenci a
délek drahy v poslednim a prvnim dnu pokusu nebyly vyznamné rozdily (obr. 15 C, tab. 6).

Ve srovnani snetrénovanymi mutanty Lurcher s transplantatem také dosahly
trénované kontrolni mysi kratSich latenci ve 2.-6. a 10. dnu (Mann-Whitneyuv test: pro D2
U=85, p<0,00898, pro D3 U=64,5, p<0,00126, pro D4 U=77, p<0,00435, pro D5 U=80,5,
p<0,00601, pro D6 U=104, p<0,0408, pro D10 U=97, p<0,02416) a kratsi drahy v 3.-6. a 8.-
10. dnu pokusu (Mann-Whitneyiv test: pro D3 U=56, p<0,00051, pro D4 U=57, p<0,00055,
pro D5 U=61, p<0,00087, pro D6 U=91, p<0,01495, pro D8 U=102, p<0,03527, pro D9
U=95, p<0,02065, pro D10 U=89, p<0,01265) (obr. 15 A, B) pfi mirn€ nizsi rychlosti (Mann-
Whitneytiv test: pro D5 U=78, p<0,00478) (obr. 15 C). V pomeérech latenci a délek drahy
v poslednim a prvnim dnu pokusu vsak statisticky vyznamné rozdily nebyly zjistény (hodnoty
v tab. 6).

Nejlepsich vysledkli v Morrisové vodnim bludisti tedy dosahly trénované kontrolné
operované mysi. Ani ty se vSak nevyrovnaly mySim typu wild, jejichz latence 1 délka drahy
byly vyrazné krat$i témet po cely pribéh pokusu s vyjimkou prvniho dne. Rychlost plavani
byla pfitom velmi podobné nebo dokonce ve 4. dnu pokusu statisticky vyznamné nizsi u mysi
typu wild (statistické vyznamnosti v tab. 11) (obr. 15). U mysi typu wild byly také vyrazné
niz§i poméry latenci (Mann-Whitneytiv test: U=7, p<0,00017) i délek drdhy (Mann-
Whitneytv test: U=11, p<0,00039) v poslednim a prvnim dnu pokusu nez u trénovanych mysi

typu Lurcher (hodnoty v tab. 6).
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Dospélé trénované kontrolni mySi Lurcher vs. dospélé kontrolni mysi typu wild
Latence Draha Rychlost

p< U p< U p< U
DI - - - - - -
D2 0,00107 16 0,00009 4 - -
D3 0,00013 6 0,00009 4 - -
D4 0,00032 10 0,00021 8 0,03053 36
D5 0,00021 8 0,00017 7 NS 50
D6 0,00059 13 0,00032 10 NS 53
D7 0,00004 0 0,00004 0 NS 43
D8 0,00009 4 0,00017 7 NS 70
D9 0,00009 4 0,00011 5 NS 66
D10 0,00007 3 0,00006 2 NS 67

Tab. 11: Statistickd vyznamnost rozdil latenci, délek drahy a rychlosti plavani
v jednotlivych dnech pokusu (D1-D10) v Morrisové vodnim bludisti mezi dospélymi
trénovanymi kontrolnimi jedinci typu Lurcher a dospélymi zvifaty typu wild. Mann-
Whitneytv test; hladiny vyznamnosti p>0,05 jsou oznaceny jako NS; tam, kde nebyla zjisténa
statisticky vyznamna zavislost parametru na experimentalni skuping, nebyl rozdil mezi
jednotlivymi skupinami hodnocen (-).

Parametry métené v Morrisové vodnim bludisti u mys$i s pfezivajicim transplantatem
nevykazovaly zjevnou souvislost s velikosti transplantatu ani s pfitomnosti interakei Stépu

s okolni hostitelskou tkani.

9.2.2.3. Vliv transplantace a tréninku u mladych mysi
U mladych mysi typu Lurcher nebyly mezi netrénovanymi kontrolnimi zvifaty a

zvitaty ovlivnénymi tréninkem, transplantaci nebo obéma zplsoby statisticky vyznamné
rozdily v latencich, délce drahy v Morrisové vodnim bludisti ani v pomérech latenci a
pomérech délek drahy v prvnim a poslednim dnu pokusu (obr. 16, tab. 6). Vyjimkou jsou
izolované statisticky vyznamné rozdily v rychlostech plavani mezi kontrolni skupinou
netrénovanych mys$i typu Lurcher a skupinou netrénovanych mysi s piezivajicim
transplantatem (Mann-Whitneytv test: pro D4 U=80, p<0,04368, pro D7 U=63, p<0,00856,
pro D8 U=74, p<0,02554), mezi kontrolnimi netrénovanymi a kontrolnimi trénovanymi
zvitaty (Mann-Whitneyuv test: pro D7 U=45, p<0,00536) a mezi kontrolnimi netrénovanymi
zvitaty a skupinou trénovanych mysi s transplantatem (Mann-Whitneyuv test: pro D7 U=50

p<0,03273). Ve vSech téchto piipadech plavaly netrénované kontrolni mysi rychleji.
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Obr. 15: Primérné latence dosazeni ostriivku v s (A), délka drahy v cm (B) a rychlost plavani
v cm/s (C) v jednotlivych dnech pokusu v Morrisové vodnim bludisti (D1-D10) u dospélych
myS$i typu Lurcher s transplantitem trénovanych na rotarodu (T+R), netrénovanych s
transplantatem (T), kontrolnich trénovanych (K+R), kontrolnich netrénovanych (K) a u
kontrolnich dospélych mysi wild (WT). Chybové usecky predstavuji stiedni chybu primeéru.
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Obr. 16: Primérné latence dosazeni ostriivku v s (A), délka drahy v cm (B) a rychlost plavani
v cm/s (C) v jednotlivych dnech pokusu v Morrisové vodnim bludisti (D1-D10) u mladych
myS$i typu Lurcher s transplantitem trénovanych na rotarodu (T+R), netrénovanych s
transplantatem (T), kontrolnich trénovanych (K+R), kontrolnich netrénovanych (K) a u
kontrolnich mladych mysi wild (WT). Chybové usecky predstavuji sttedni chybu priméru.
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10. DISKUSE

10.1. Prezivani a struktura transplantatu

Prezivani solidniho embryondlniho mozeckového transplantdtu u mysi typu Lurcher
kmene B6CBA bylo ve vSech skupinach vice nez Sedesatiprocentni, avSak posuzovano
celkové, nebylo ani stoprocentni. Pteziti tedy bylo vyssi, nez jaké popisuji u mladych i
dospélych mutantii Lurcher Tomey a Heckroth (1993), ktefi udavaji preziti u poloviny zvitat
pii pouziti bunécné suspenze, ktera i v nasi laboratofi piezivala hiife nez solidni transplantat
(Schmidtmayerova a spol., 2005). Soucasné nélezy podporuji tvrzeni Tomeye a Heckrotha
(1993), Ze prezivani mozeckového transplantitu je u mysi typu Lurcher niz§i nez u ped
mutantli. Srovnavani vysledki dosazenych v riznych laboratotich je ovSem problematické,
vzhledem k moznym odchylkdm v metodice i odliSnym kmentim pouzitych zvifat (Tomey a
Heckroth, 1993).

U mladych 1 dospélych mysi typu Lurcher, ani u dospélych mysi typu wild jsme
nepozorovali pokles vyskytu transplantdtu mezi tfetim a devatym tydnem po transplantaci.
Presto nékteré transplantaty jevily zndmky rozpadu a drobné shluky bunék byly
pravdépodobné zbytkem po jejich zaniku. Tomu v nékolika piipadech nasvédCovala i
deformace hostitelského mozecku kolem shluku bun¢k, ktera dokladala plivodni rozméry
transplantatu. Tyto néalezy naznacuji, ze v obdobi 3 az 9 tydnli po transplantaci nedochézi
k masivnimu a rychlému Gplnému zaniku transplantatu. U n€kterych zvitat zanikl transplantat
jiz béhem prvnich tii tydnid po operaci, a proto pii vySetieni 3 tydny po operaci nebyl nalezen
u vSech jedincti. Fakt, ze déle pfitomnost transplantatu neklesala, znamena, ze pokud tento
ptezil 3 tydny, pfetrval pak témét vzdy nejméné do devatého tydne alesponi v podobé
drobnych zbytki tkané nebo rizné velkého Utvaru nejevicitho znamky rozpadu. Ke zjisténi,
zda v prubéhu této doby dochazi k pozvolnému zmenSovani transplantitu v disledku
postupného zaniku nebo, zda pretrvava ve stavu, vjakém se nachdzel 3 tydny po
transplantaci, bude potfeba provést volumometrickou studii zalozenou na principech
stereologie. Predbézné vysledky naSich dosud nepublikovanych a stale probihajicich pokust
prokazuji nezanedbatelné piezivani objemnych embryondlnich mozeckovych transplantatt
bez zndmek regresivnich zmén u mutantd Lurcher jesté 6 mésicli po transplantaci.

Do oblasti mozecku pfijemce jsme aplikovali dva transplantaty. Dva kousky
fluoreskujici tkané vSak byly nalezeny jen u nékterych zvifat. Mnohdy byla nalezena jen

jedna ¢ast, jindy naopak vice nez dvé. Nalez jednoho transplantatu lze vysvétlit zdnikem
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druhého. V piipadech, kdy mél transplantit zna¢né rozméry a Clenity tvar, doslo
pravdépodobné ke spojeni obou aplikovanych ¢asti v jeden ttvar béhem jejich ristu. Pokud
byl ptitomen vétsi pocet kouskt, byly obvykle mensSich rozmérii. Mohlo se jednat o zbytky
transplantatu, nebo mohlo dojit k jeho roztrzeni na nékolik mensich fragmenti b&hem
nasavani do kapildry, coz jsme nékolikrat pozorovali. Byly-li kousky od sebe vice vzdalené,
naptiklad nékteré na mozecku, dalsi na ventralnim a zdroven i dorsalnim povrchu kmene, pak
je pravdépodobnéjsi druhé vysvétleni.

V nékterych piipadech se u mysi typu wild 1 Lurcher v ¢asti transplantitu
diferencovala charakteristicka trojvrstevna struktura mozeckové kiiry. Tento jev pozorovali i
Sotelo a Alvarado-Mallart (1987b) u mysi ped, kde kousky transplantovaného mozecku, které
byly ulozeny povrchové, vytvorily dokonce lalo¢natd minicerebela. Hecroth a spol. (1998)
popsali u mutantd typu Lurcher vytvofeni typické mozeckové struktury v transplantatu
dokonce i po aplikaci buné¢né suspenze.

Interakce mezi transplantitem a tkdni mozecku hostitele mély podobu prorastani
nervovych vldken ztransplantatu a piitomnosti fluoreskujicich, tedy =z transplantatu
pochazejicich bun€k avSak lokalizovanych mimo néj. Tyto interakce vSak byly pomérné
chudé a zdaleka se nevyskytovaly u vSech zvitat.

Vlékna vystupujici z transplantatu probihala obvykle mélce a byla orientovana zhruba
paraleln¢ s povrchem mozecku piijemce. Nezddlo se tedy, ze by smeétfovala k hlubokym
jadrim mozecku, ktera jsou normalnim cilem axonti Purkynovych bunék. Tento nalez je ve
shod€ s tvrzenim, Ze granuldrni vrstva predstavuje bariéru omezujici prinik vlaken a bun¢k
hloubéji do mozecku, a to i u mutanti Lurcher, kde je zna¢n¢ atroficka (Dumesnil-Bousez a
Sotelo, 1993). Tomey a Heckroth (1993) nalezli u c¢asti mysi typu Lurcher vlakna
transplantovanych bunék vrustajici do mozeckovych jader, avSak uvadéji, ze nebylo mozné
urcit, zda pochazeji z bunék lokalizovanych v molekularni vrstvé nebo uloZenych ve vrstvé
granularni a v bilé hmoté. Osidleni mozecku piijemce butikami pochéazejicimi z transplantatu,
které jsme pozorovali, bylo omezeno na jeho nejblizsi okoli. Ve vétsi vzdalenosti jsme nalezli
nejvyse jednotlivé bunky. Jejich znacnd c¢ast méla ovalny nebo hruSkovity tvar, vyrazny
dendriticky strom a i svymi rozméry odpovidala buiikam Purkynovym.

Skutecnost, Ze transplantat neproriistal do mozkového kmene, ani kdyZz s nim byl
v kontaktu velkou plochou, podporuje nazor, Zze migrace bun€k a prorustani vldken mize
smétfovat jen do vhodné tkan¢€ a ze pohyb transplantovanych Purkynovych bunék sméiuje
predevsim do molekularni vrstvy mozecku, ktera na né pusobi pfitazlivymi silami (Alvarado-

Mallart a Sotelo, 1993; Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987a; Sotelo a spol., 1990; Triarhou a
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spol., 1992).

Predpoklada se, ze piezivani a dal$i vyvoj transplantovanych embryonélnich
nervovych bunék i kmenovych bunék do zna¢né miry zavisi na vlastnostech prostiedi, které je
obklopuje, tedy na typu a stavu tkan¢, do které byly aplikovany (Rossi a Cattaneo, 2002).
Prezivani transplantovanych bun¢k je napiiklad vyrazné horSi v prostiedi zménéném
neurodegeneraci nebo traumatem a v prostiedi, kde probihaji excitotoxické procesy (Macklis,
1993; Snyder a spol., 1997). V mozecku mutanti typu Lurcher probihd excitotoxicka
apoptdza, jejimz disledkem je neurodegenerace (Zuo a spol., 1997), je zde chronicky zanét
(Vogel a spol., 2007) a aplikace transplantatu téz zptusobi urcitou traumatizaci tkané ptijemce.
Tyto faktory mohou negativné ovliviiovat osud transplantovanych bun¢k u mysi Lurcher i
s ohledem na v¢€k piijemce a tedy pokrocilost degenerativnich zmén. U mutantii Lurcher se
dale mohou uplatiiovat dva protichtidné vlivy. S pokracujici degeneraci ubyva Purkynovych
bunék. Tim se uvoliiuje misto pro nové a mizi negativni ptsobeni hostitelskych Purkynovych
bunék. Na druhou stranu, zaroven ubyvaji granularni bunky a neurony dolni olivy, jejichZ
axony by zajistily aferentni inervaci transplantovanych Purkynovych bun¢k, ktera ma troficky
vliv (Tomey a Heckroth, 1993).

Vna$i studii neukdzala analyza pifezivani a struktury solidniho mozeckového
transplantatu zjevné rozdily mezi mutanty Lurcher a zdravymi jedinci typu wild téhoz kmene.
Vyjimkou byl nalez ¢astéjs$iho prortstani bunék nebo vlaken z transplantatu u dospélych mysi
typu wild nez u dospélych mutantti. Ackoliv je srovnani pouze orientacni, zda se, Ze
patologicky zménéné prostfedi mozecku mysi typu Lurcher nema zcela zdsadni vliv na osud
solidniho transplantatu. Vice informaci by pfinesla stereologickd studie pomérného
zastoupeni jednotlivych typti bun€k v transplantatu.

Carletti a Rossi (2005) popisuji rozdily v diferenciaci embryondlnich (12. den
nitrodélozniho vyvoje) bunék mozecku aplikovanych ve formé suspenze u pcd mutantd a
mys$i typu wild, kdy u zdravych mysi tvofily granularni bunky podstatné vétsi ¢ast z bunék
odvozenych z transplantdtu nez u mutanti pcd. Heckroth a spol. (1998), kteti vysetfili
histologicky 4 devadesatidenni mysi typu wild, kterym ve véku 8-10 dnti aplikovali suspenzi
embryondlnich mozeckovych bunék, nasli jen omezeny prinik transplantovanych neuronii do
hostitelské tkané, a to pouze v mistech zjevného fyzického poskozeni hostitelského mozecku.
V téze praci pritom popisuji infiltraci molekularni vrstvy mutantli Lurcher transplantovanymi
bunikami (Heckroth a spol., 1998) a jejich néalezy jsou tedy v tomto sméru opacné nez nase.
Naproti tomu Triarhou a spol. (1987a) udavaji, ze prostiedi hostitelského mozecku mutantt

nenarusuje preziti Purkyfiovych a granuldrnich bunék v solidnim mozeckovém transplantatu u
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mysi typu pcd a weaver. Buiiky aplikované ve formé suspenze jsou vSak v tésnéj$im kontaktu
s hostitelskou tkani nez butiky v solidnim transplantatu, ktery jsme pouZili i v nasi studii. Roli
tedy hraje i forma transplantitu a existuje nazor, ze pokusy se solidnimi transplantaty
neposkytuji dostatecnou informaci o vlivu prostiedi hostitelského mozecku na volbu sméru
diferenciace transplantovanych bun¢k (Carletti a Rossi, 2005).

Mezi mladymi a dospélymi mutanty Lurcher jsme nezjistili rozdily v pfezivani
transplantdtu. U mladych myS$i byla v transplantatu castéji patrnad diferenciace vrstev
mozeckové kiiry a stejné tak i proristani transplantatu do hostitelské tkdn€ nez u dospélych
mysi typu Lurcher. Moznou roli véku ptijemce doklada také prace Ghettiho a spol. (1990),
kteti vSak u pcd mysi zjistili, ze prezivalo vice transplantovanych bunék, pokud byla
transplantace provedena po dokonceni degenerativniho procesu v mozecku piijemce, tedy po
45. dnu zivota, nez kdyz byla provedena jesté v dob¢ probihajici degenerace. V tomto rozdilu
mezi obéma typy mutantli mize hrat roli odlisny pribéh degenerace Purkynovych bunék,
ktera zacina u mysi typu Lurcher dfive.

Fyzicka aktivita neovlivnila pfezivani solidniho mozeckového transplantatu a
nepodpofila vyvoj charakteristické cerebeldrni struktury ani jeho propojeni s hostitelskou
tkani, ackoliv v pfipad¢ striata u potkanti toto idajné pozorovano bylo (Dobrossy a Dunnett,

2004, 2005).

10.2. V1iv nucené fyzické aktivity a transplantace na prostorovou orientaci v Morrisové

vodnim bludisti

Vyrazny rozdil mezi neovlivnénymi mutanty Lurcher a mySmi typu wild ve
schopnosti dosdhnout ostrivku v Morrisové vodnim bludisti jsme ukazali jiz v diive (Porras-
Garcia a spol., 2005). Soucasné pokusy provedené ve stejném bludisti a stejné laboratori
potvrdily hor$i schopnost u¢eni u mysi typu Lurcher a jsou ve shod¢ s poznatky o deficitu
prostorové orientace u téchto mutant (Lalonde a spol., 1988a). Pies tento deficit vSak mysi
typu Lurcher vSech experimentalnich skupin vykazovaly zkracovani latenci a délky drahy
v prub¢hu testu v Morrisoveé vodnim bludisti, coz 1ze pokladat za projev uceni.

Pro interpretaci vysledka je dilezité, Ze rychlost plavani mysi typu Lurcher nebyla
niz8i nez rychlost mysi wild. Obdobné primérna rychlost plavani mysi Lurcher srovnavanych
skupin byla stejnd nebo dokonce niz$i u skupiny zvifat s kratSimi latencemi. Proto rozdily
v latencich nelze vysvétlit riznou rychlosti plavani a l1ze je spiSe pfipsat rozdilné schopnosti

prostorového uceni, prostorové orientace nebo visuomotorické koordinace, kterd je moznou
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pricinou selhavani mysi typu Lurcher v testech prostorového uceni ve vodnich bludistich
(Caston a spol., 1999; Lalonde a Thifault, 1994).

Nucena fyzicka aktivita vyrazné zlepSila vysledky dospélych mys$i typu Lurcher
v Morrisové vodnim bludisti. Caston a spol. (1999) popsali zlepSeni schopnosti uceni u
mutantG typu Lurcher chovanych v obohaceném prostredi, které bylo pravidelné
obménovano, aby byla udrzovana exploracni aktivita. Ménici se prostiedi miize trénovat
prostorovou orientaci a pamét a také stimulovat volni pohybovou aktivitu (exploraci
prostiedi). V naSi studii jsme pouzili nucenou pohybovou aktivitu, kterd miize byt
standardizovana a kvantifikovana. Nucena aktivita je také spojena se zménou prostiedi
(vyjmuti z chovné klece) a tzv. handlingem, i kdyZ jisté neptinasi tolik novych podnéti a
netrénuje prostorovou orientaci jako obohacené prostiedi. O to 1épe vSak umoziuje posuzovat
vliv fyzické aktivity jako takové. Na rozdil od Castona a spol. (1999) jsme k testu
prostorového uceni a orientace pouzili Morrisovo vodni bludisté se Ctyfmi stfidajicimi se
startovnimi pozicemi (Caston a spol. startovni pozici neménili). Divodem bylo ulohu ztizit a
zéaroven potlacit idiotetickou navigaci a posuzovat tak predevsim navigaci alotetickou.

Pozitivni efekt fyzické aktivity na schopnost prostorové orientace neni piekvapuyjici. Je
znamo, ze fyzickd aktivita a obohacené prostfedi mirni kognitivni deficit u raznych
mutantnich zvifecich modell nervovych onemocnéni (Huang a spol., 2006) a zvysuje hladinu
BDNF v mozku (Berchtold a spol., 2005; Vaynman a spol., 2006), jak bylo zminéno v uvodu.

Naproti tomu transplantace embryonalni mozecCkové tkdn€é meéla na schopnost
prostorové orientace nevyrazny vliv. Dospélé mysSi s pfezivajicim transplantatem dosahly
vyznamn¢ kratSich latenci v bludisti nez kontrolni mysi jen v patém dnu a vyznamné kratsi
drahy jen v Sestém a sedmém dnu desetidenniho pokusu. Kromé toho dosahovala dospéla
trénovana zvifata s prezivajicim transplantitem horSich vysledkii nez trénovani kontrolni
mutanti. NedoSlo tedy ke vzdjemnému posileni u¢inkii obou zpusobu ovlivnéni a jejich
kombinace se ukézala jako neucinna.

Pokud je o morfologii transplantitu, byl u velké Céasti zvifat ostfe ohraniCeny.
V ostatnich ptipadech bylo sice patrné proriistani vlaken nebo migrace bunék z transplantatu
do okoli, avSak masivni kolonizace mozecku piijemce transplantovanymi Purkynovymi
burikami a vriistani axoni do oblasti mozeckovych jader nebyly pozorovany. Proto také nelze
pfedpokladdat vyrazné funkéni projevy dané ndhradou zaniklych Purkynovych bunék
transplantovanymi bunikami, které by se zapojily do nervovych okruhti pterusenych
degenerativnim procesem. SpiSe je nutno uvazovat o nespecifickém trofickém pilisobeni

embryonalni tkané podporujicim plasticitu mozku (Cendelin a spol., 2006a, v tisku). Obdobné
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vysvétluje mechanismus zlepSeni funkci poskozenych mozkovym infarktem po nasledné
transplantaci embryonalni tkané Mattsson a spol. (1997). Zaroveii je nutno vzit v Gvahu 1
mozné negativni piisobeni transplantatu. V tadé piipadl jsme pozorovali deformaci a stlaéeni
mozecku pfijemce transplantdtem vétSich rozmérd, ktery pfipominal neinvazivné rostouci
tumor, nebo naopak defekt v mozecku ptijemce v okoli drobného, pravdépodobné
rozpadajiciho se transplantitu. Tyto negativni zmény mohly limitovat moznosti funkéniho
zlepSeni daného tréninkem.

Nalez urcitého, byt mirného zlepseni v Morrisové bludisti po transplantaci je ovSem
podporovan zjisténim Barcala a spol. (v tisku), ktery u mys$i pouzitych v této praci po
skonCeni testu prostorového uceni vySetfil dlouhodobou hipokampélni potenciaci (LTP).
Zjistil vyznamné vyssi uroven potenciace u trénovanych mysi typu Lurcher s pfezivajicim
transplantdtem ve srovndni s kontrolnimi mutanty. Hipokampalni LTP je pfitom povazovéana
paméti na neuronalni trovni (Bliss a Collingridge, 1993). Toto zlepSeni by mohlo byt opét
vysvétlovano trofickym pisobenim embryonalni tkdn€ na mozek piijemce, vcetné
hipokampu, a pfiznivym vlivem fyzické aktivity na synaptickou plasticitu v mozku a
jmenovité v hipokampu (Kempermann a spol., 1997).

Vedle nevyrazného vlivu transplantace embryonalni mozeckové tkané na prostorovou
orientaci u dospélych mysi typu Lurcher neméla transplantace u stejnych mysi prakticky
zadny vliv na motorické funkce (Cendelin a spol., 2006a, v tisku). Tyto skutecnosti ukazuji,
ze piinos aplikace solidniho embryondlniho mozeckového transplantatu mutantnim mySim
Lurcher je sporny. To je v protikladu s nalezy popisovanymi u pcd mutanti a mysi typu
SCA1, u nichz doslo po transplantaci k zmirnéni projevu ataxie (Triarhou a spol., 1995, 1996;
Zhang a spol., 1996; Kaemmerer a Low, 1999). V téchto studiich vSak byla aplikovéana
bunécné suspenze, nikoliv solidni transplantat. Bylo by zajimavé zjistit, zda ma transplantace
mozeckové tkané u téchto modell hereditarni ataxie také vliv na kognitivni funkce, a jaky je
funk¢ni efekt aplikace suspenze embryonalnich bunék mozecku mutantiim Lurcher.

U mladych mysi typu Lurcher jsme nepozorovali pozitivni vliv transplantace, ani
ucinek fyzické aktivity na schopnost orientace v Morrisové bludisti. Mladi kontrolni mutanti
vSak dosahovali lepSich vysledkl neZz dospéli. Trénované dospélé mysi typu Lurcher, které
byly nejlepsi skupinou dospélych mutantl, se svym vykonem pfiblizily mladym zviratim.
Zda se tedy, ze nucena fyzicka aktivita mirnila deficit spojeny s vys$Sim vékem, ktery nebyl
pozorovan u mysi typu wild (Cendelin a spol., 2008). Pro ovéteni této hypotézy bude tieba

provést detailn¢jsi studii u n€kolika vékovych skupin mysi typu Lurcher 1 wild.
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11.

1.

ZAVERY

Nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v pfezivani solidniho embryondlniho
mozeckoveého transplantditu mezi dospélymi mutanty typu Lurcher kmene B6CBA a
dospélymi jedinci typu wild téhoz kmene. Rovnéz nebyly rozdily v ptezivani transplantatu
mezi mutanty Lurcher operovanymi v dospélosti a mutanty operovanymi ve véku 12 az 18
dnti. Ve struktufe transplantatu byly nalezeny mirné rozdily mezi dospélymi zvitaty typu
wild a Lurcher a mezi mladymi a dospélymi mutanty Lurcher. Nucenou fyzickou aktivitou

pfezivani transplantatu vyznamné ovlivnéno nebylo.

V obdobi 3 az 9 tydna po transplantaci nedochazelo k rychlému zaniku transplantatu a
jeho vyskyt byl v tomto obdobi stabilni, i pfes regresivni zmény patrné v nékterych
ptipadech. Z nalezli plyne potieba stereologické studie vyvoje objemu Stépu, kterd by

ukézala, zda dochazi k jeho pozvolné redukei, nebo zda pieziva dlouhodobé beze zmén.

Potvrdili jsme niz$i schopnost prostorového uceni nebo orientace u mysi typu Lurcher
kmene B6CBA ve srovnani se zvitaty typu wild téhoz kmene. Pies tento deficit je u mysi

typu Lurcher zachovana urcita schopnost u¢eni v Morrisové vodnim bludisti.

Nucena fyzickd aktivita vedla u dospélych mysi typu Lurcher kmene B6CBA

k vyznamnému zlepSeni schopnosti prostorové orientace v Morrisové vodnim bludisti.

Ptinos aplikace solidniho embryonalniho mozeckového transplantatu byl u dospélych
mysi typu Lurcher, s ohledem na nedostate¢ny funkcéni efekt a mozné negativni plisobeni
na puvodni tkan pfijemce, sporny. Kombinace transplantace a nucené fyzické aktivity
nevedla u dospélych mysi typu Lurcher k vzajemnému posileni u¢inkti obou zplsobu
ovlivnéni a transplantace v tomto ptipadé dokonce spiSe snizovala efekt tréninku. Protoze
neni zndmo, jaky ma transplantace mozeckové tkané vliv na prostorovou orientaci u
jinych mutantnich mysi postizenych cerebelarni degeneraci, u kterych je udavéan pozitivni
ucinek transplantace na motorické funkce, bude uzitecné provést pokusy, které by tuto
problematiku objasnily. Vyzkum vice typi mySich modeld cerebelarni degenerace je
nezbytnym predpokladem pro ptenos poznatki do humanni mediciny, protoze i u ¢lovéka

piedstavuji hereditarni ataxie rozmanitou skupinu nemoci.

U mladych mysi typu Lurcher kmene B6CBA nebyl zji§tén vyznamny vliv transplantace

ani fyzické aktivity na schopnost prostorové orientace v Morrisové vodnim bludisti.
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7. Vzhledem ke zjiSténym rozdilim v G¢innosti nucené fyzické aktivity na schopnost
prostorové orientace v zavislosti na véku pokusnych mysi typu Lurcher, bude vhodné
provedeni podrobnéjsi studie ontogenetického vyvoje prostorového uceni u mutantt typu

Lurcher rizného stafi véetné sledovani moznosti jeho ovlivnéni.
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