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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

GFP zelené fluoreskujici protein (green fluorescent protein)
GIuR®2 | 82 podjednotka glutamatového receptoru

J jih, jedna ze startovnich pozic v Morrisové vodnim bludisti

K kontrola, kontrolni operace

Lc Lurcher (+/Lc)

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 Morrisoveé 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 (+/+)

Z zapad, jedna ze startovnich pozic v Morrisoveé vodnim bludisti




3. SOUHRN

Mutantni mysi typu Lurcher jsou modelem olivocerebeldrni degenerace. Trpi ataxii a
poruchou prostorového uceni a orientace. Cilem prace bylo posoudit vliv transplantace
embryonalni mozeckové tkané¢ a nucené fyzické aktivity i jejich kombinace na schopnost
prostorové orientace u my$i Lurcher a sledovat piezivini mozeCkového transplantitu u
dospélych a mladych mysi Lurcher a dospélych mysi wild. Pfezivani transplantatu bylo
sledovano u dospélych mysi typu wild a mladych a dospélych mysi Lurcher kmene B6CBA.
Vliv transplantace a nucené aktivity na schopnost prostorové orientace byl zkouman u
dospélych a mladych mysi Lurcher téhoz kmene. Transplantat ziskany z mysich embryi bez
mutace Lurcher byl aplikovan do oblasti mozecku piijemce ve formé solidnich kouskd.
Kontrolnim zvifatim bylo aplikovano jen vehikulum. Nucend aktivita spocivala v tréninku na
rotarodu. Prostorova orientace byla testovana v Morrisové bludisti 9 tydnti po operaci.
Histologické vysetieni pritomnosti transplantatu bylo provedeno 3, 6 a 9 tydni po transplantaci
nebo po skonceni testu prostorové orientace. Nebyly zjistény vyznamné rozdily v prezivani
transplantatu mezi dospelymi zvitaty Lurcher a wild, ani mezi mladymi a dospélymi mutanty.
U mysi wild bylo ¢astéjsi prortistani transplantatu do hostitelské tkané€ nez u dospélych mysi
Lurcher. U mladych mmutanti byla v transplantatu Castéji patrna struktura mozeckové kury a
Cast€jsi bylo i prorastani transplantatu nez u dospélych. U zadné skupiny mysi nebyl zjevny
pokles vyskytu transplantatu béhem sledovaného obdobi. Nebyl zjistén vliv tréninku na osud
transplantatu. Schopnost prostorového uceni byla u kontrolnich mutantt nizsi nez u mysi wild.
Dospéli mutanti dosahovali horSich vysledkti nez mladi. Fyzicka aktivita vyrazné zlepsila
vysledky dospélych mysi Lurcher. Vliv transplantace byl mirny. V kombinaci s tréninkem
dokonce transplantace snizovala jeho ucinnost. U mladych mysi Lurcher nebyl patrmy vliv
transplantace ani tréninku na schopnost prostorové orientace.

4. SUMMARY

Lurcher mutant mice represent a model of olivocerebellar degeneration. They 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 mice
and to observe cerebellar graft survival in adult and young Lurcher and adult wild type mice.
The graft survival was analysed in adult wild type mice and young and adult Lurcher B6CBA
mice. The effect of the transplantation and enforced activity on spatial orientation was studied
in adult and young Lurchers of the same strain. 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 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 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. Adult mutants reached
worse results than young ones. Physical activity significantly improved the performance of
adult Lurchers. The effect of the transplantation was moderate. When combined with the
training, the transplantation even decreased its effect. In young Lurchers, neither the effect of
the transplantation nor the effects of the training on spatial orientation ability were found.



5. UVOD - SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

5.1. Stavba a funkce mozecku

Mozecek (cerebellum) lezi v zadni jamé lebni dorsalné za prodlouZenou michou a
pontem. Sklada se ze dvou hemisfér a mezi nimi leZiciho vermis. Na povrchu mozecku je kira,
pod ni bild hmota sloZena z neuroglie a nervovych vldken. V hloubce bilé hmoty jsou ulozena
mozeckova jadra - nucleus dentatus, emboliformis, fastigii a globosus. Kiira mozecku ma diky
bohatému c¢lenéni znacnou plochu a diky pfitomnosti velkého mnozstvi husté rozmisténych
drobnych neuronii obsahuje vice nervovych bun¢k nez kiira velkého mozku (Glickstein, 1992).
Histologicky je ¢lenéna do tii vrstev: molekularni (stratum moleculare), ganglionarni (stratum
gangliosum) a granuldrni (zrnitd, stratum granulosum).

Ulohou moze¢ku je Fizeni koordinace pohybi, svalového tonu a rovnovahy. Pozdgji
byla objevena ucast mozecku v motorickém uceni (Marr, 1969; Ito, 1984; Houk a spol., 1996;
Braitenberg a spol., 1997). Mozecek se vSak vyrazné uplatiiuje také v kognitivnich funkcich a
podili se i na organizaci vys$si nervové ¢innosti (Schmahmann a Sherman, 1998; Thach, 2007).

5.2. Poruchy mozecku

Poskozeni mozeCku vede nejcastéji k zanikovému mozeckovému syndromu. Vzacnégji
se vyskytuje iritani mozeckovy syndrom. Zanikovy syndrom se projevuje zvysenou pasivitou,
dysmetrii, asynergii, intenénim tfesem, ataxii stoje a chiize. Iritatni mozeckovy syndrom je
v podstaté opakem zanikového (Myslivecek, 2003). U pacientli s mozeckovym postizenim byl
kromé& obvykle nejnapadnéjSiho motorického postizeni popsan kognitivné-afektivni syndrom
(Schmahmann a Sherman, 1998; Schmahmann, 2004).

Rozsahlou heterogenni skupinu neurodegenerativnich chorob postihujicich
mozecek, jeho spoje a piipadné dal$i casti nervového systému piedstavuji dédicné ataxie.
Projevuji se predevSim progresivnim zanikovym mozeckovym syndromem. Autosomalné
recesivni ataxie jsou zptisobené ztratou (spravné fungujiciho) proteinu, nezbytného pro funkci
a prezivani urcité populace neuronti (Klockengether a Evert, 1998). Piikladem jsou
Friedreichova ataxie nebo ataxia teleangiectatica. V ptipadé autosomalné¢ dominantnich ataxii
se predpoklada patologické piisobeni proteinu s abnormdlnimi vlastnostmi (Klockengether a
Evert, 1998). Do této kategorie patii rozsdhld skupina spinocerebelarnich ataxii (SCA,
spinocerebelarni atrofie) (Manto, 2005).

5.2.1. Zviieci modely dédi¢nych degenerativnich poskozeni mozecku

Stejn¢ jako zname v lidské patologii fadu dédicnych degenerativnich onemocnéni
mozecku, existuje i n€kolik rtiznych typt mutantnich nebo transgennich mys$i postizenych
mozeckovou degeneraci. Tato zvitata slouzi jako biologické modely onemocnéni a pouzivaji se
k vyzkumu funkce mozecku, nésledkli jeho poskozeni, patogeneze degenerativnich chorob
mozecku a v neposledni fadé moznosti terapeutického ovlivnéni degenerativniho procesu nebo
jeho nasledki. K nejznaméjsim pfirozenym mutantim s degeneraci mozecku patii pcd mutanti,
mysi typu weaver, staggerer, hot-foot, nervous, reeler a Lurcher. Pfikladem uméle vytvofenych
mutantd postizenych mozeckovou degeneraci jsou mysi typu SCAl a SCA2, které jsou
modelem lidské spinocerebelarni ataxie typu 1 a 2.

Jednotlivé mysi modely degenerativniho onemocnéni mozecku se lis§i kombinaci typl
mozeckovych buné¢k, které zanikaji, mirou postizeni jednotlivych typt bunék, postizenim
dalsich nervovych struktur mimo mozecek a také funkénimi projevy onemocnéni (Lalonde a
Strazielle, 2001).

5.2.2. Mutantni mySi typu Lurcher
Mutantni mySi typu Lurcher jsou pfirozenym modelem geneticky podminéné
olivocerebelarni degenerace. Dédicnost je semidominantni (Phillips, 1960). Mutanti typu



Lurcher jsou heterozygoti (+/Lc). Mutace postihuje gen pro 62 podjednotku glutamatového
receptoru (GluRS2, symbol alely: Grid2™) (Zuo a spol., 1997). GluRS2 je exprimovan
predevsim Purkytiovymi buitkami 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). Proto u mutantii typu Lurcher (heterozygoti), dochazi postnatalné k zaniku prave
Purkyniovych bun¢k excitotoxickou apoptéozou (Zuo a spol.,, 1997). Sekundamé ubyva
granularmich buné€k mozecku a neuronti dolni olivy v dusledku ztraty cile jejich axont, kterym
jsou Purkyiovy bunky (Wetts a Herrup, 1982a,b). Degenerace je patrna od 8. dne po narozeni.
V 26. dnu Zivota zbyva 9 % Purkyfiovych bunék, 63. den pouze 3 % a 91. den jiZ v mozecku
mutant typu Lurcher nejsou prakticky zddné Purkynovy buiky a pieziva asi pouze 10 %
granulamich buné¢k a 30 % neuronti dolni olivy (Caddy a Biscoe, 1976; Caddy a Biscoe, 1979).

Nepostizeni homozygotni sourozenci téchto mutantt, tzv. wild typ (+/+), jsou zcela
zdravi a predstavuji idealni kontroly. U postizenych homozygotl (Lc/Lc) 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 funkcnich disledka. Od
konce druhého tydne Zivota se u nich zacind projevovat mozeCkova ataxie, ktera vyrazné
omezuje jejich motorické schopnosti a zhorSuje vysledky v riiznych testech motoriky (Lalonde
a spol., 1992; Thullier a spol., 1997). Zmény jsou téz v klasickém podminovani a to predevsim
ve vykonu podminéné reflexni reakce v orofacialni oblasti (Porras-Garcia a spol., 2005).
Mutantni mysi typu Lurcher maji snizenou schopnost prostorového uceni nebo prostorové
orientace (Lalonde a spol., 1988; Vozeh a spol., 2001; Cendelin a Vozeh, 2001, 2002; Porras-
Garcia a spol., 2005). Pokusy v Morrisové vodnim bludisti pfitom ukazaly, ze nejde jen o
artefakt zpiisobeny motorickym znevyhodnénim mutantii postizenych ataxii a snizenim jejich
rychlosti pohybu v bludisti, ale Ze se skutecné jedna o poruchu uceni nebo prostorové orientace
(Hilber, 1998; Porras-Garcia a spol., 2005). Lalonde a Thifault (1994) vysvétluji horsi
vysledky mutantl typu Lurcher v Morrisové bludisti poruchou vizuomotorické integrace. Jista
schopnost prostorového uceni je u mysi Lurcher piesto zachovana a projevuje se zkracovanim
latenci dosaZeni cile pfi opakovani pokusu v Morrisové bludisti (Porras-Garcia a spol., 2005).
Prostorové uceni je tradi¢né spojovano predevsim s hipokampem (O'Keefe a Nadel, 1978),
ktery je u mysi Lurcher udajné intaktni (Cheng a Heintz, 1997; Resibois a spol., 1997). Ptesto
u nich bylo zjisténo snizeni hipokampalni dlouhodobé potenciace (Barcal a spol., 2001, 2002).

5.3. Neurotransplantace

Regenerace v centralnim nervovém systému (CNS) je ve srovnani s jinymi tkdnémi
omezena. Neurogeneze v dospélosti, prokazana i u savct (Altman, 1962, 1963; Altman a Das,
1965; Gould a Gross, 2002; Dayer a spol., 2003), je nedostate¢na k opravé poskozeni a
restituci funkci. Onemocnéni spojena s vetsi ztratou neuronti maji proto mnohdy zavazné a vice
¢i mén¢ nereverzibilni nasledky. Ur¢itou nad¢ji piedstavuji neurotransplantace, tedy nahrazeni
zaniklych neuront aplikaci novych bunc¢k (embryonalni nervové tkané, embryonalnich
kmenovych bunék, adultnich kmenovych bunék).

Navrat funkci po transplantaci nervovych bun€k je mozny tam, kde je potieba
predevsim doplnéni poctu bunék. Je-li nutné presné zapojeni neuronti do nervovych drah, je
funkéni obnova problematickd (Rossi a Cattaneo, 2002). Mattsson a spol. (1997) vSak
ptepokladaji, ze zlepSeni poskozenych funkci po mozkovém infarktu je dano spise trofickym
plsobenim transplantované embryonalni tkan¢ nez obnovou prerusenych okruhti. Trénink,
pestiejsi prostfedi a rehabilitace pfispivaji k funkénimu zlepSeni a ovliviiuji i morfologii
transplantatu u laboratornich zvitat (Dobrossy a Dunnett, 2001, 2003, 2004) a lidi (Polgar a
spol., 1997; Brasted a spol., 1999).



V klinické praxi je pouzivdna transplantace embryondlni tkané substantia nigra
k 1é€bé Parkinsonovy choroby (Bjorklund a Lindvall, 2000). Ovlivnéni dal§ich chorob CNS
neurotransplantacemi je dosud spiSe ve stadiu vyzkumu na zvifatech. Vhodnym
experimentalnim modelem pro vyzkum této problematiky jsou laboratorni zvifata postizena
n¢jakym neurodegenerativnim onemocnénim nebo ischemicky, chemicky ¢i mechanicky
navozenym poSkozenim CNS.

5.3.1. Transplantace mozeckové tkané u zvifecich modelu degenerativnich poskozeni
mozecku

Transplantace mozeckové tkané je nejlépe prozkoumana u ped mutantd, které
Triarhou (1996) povazuje za idedlni model pro mozeckové transplantace vzhledem ke stupni a
casovému pribéhu degenerace Purkynovych bunék. Je u nich popisovana 100% uspésnost
transplantace suspenze embryondalnich bunék mozecku i solidniho mozeckového transplantatu
(Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986; Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987b). Solidni transplantaty
maji vytvofenou typickou mozeckovou strukturu s rozlisitelnymi tfemi vrstvami ktry (Triarhou
a spol., 1987). Purkynovy buiiky jsou schopné migrovat z transplantatu a osidluji predevsim
molekularni vrstvu kiry mozecku hostitele, pokud vsSak proniknou az do blizkosti
mozeckovych jader, mohou jejich axony dosdhnout téchto jader a vytvofit s jejich buiikami
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 mys$i typu Lurcher nebyly transplantace mozeckové tkané zkoumany
zdaleka tolik jako u pcd mutantti. Tomey a Heckroth (1993) uvadéji, ze prezivani transplantatu
u mysi Lurcher je niz$i nez u ped mutant. Udavaji pfeziti transplantatu aplikovaného ve formé
suspenze po 1 az 2 mésicich po transplantaci jen u 50 % dospélych i mladych mutanti Lurcher.
Heckroth a spol. (1998) vSak zminuji vynikajici pfezivani transplantatu u mysi Lurcher, kterym
ve veéku 8-10 dnl transplantovali suspenzi embryonalniho mozecku. Udavaji, ze bunky
vytvarely agregaty, které se nachdzely na povrchu mozecku hostitele a ¢asto pronikaly do jeho
fisur. Dale pozorovali organotypickou organizaci transplantatu a invazi transplantovanych
Purkynovych bunék do molekuldrni vrstvy kiiry mozecku piijemce. Transplantované bunky
nalezli u mysi Lurcher predevs§im v molekularmni vrstvé i Tomey a Heckroth (1993), kteti
aplikovali suspenzi bunék, a Dumesnil-Bousez a Sotelo (1993), ktefi pouzili solidni kousky
embryonalniho mozecku. Tomey a Heckroth (1993) dale uvadéji, Zze u ¢asti mysi typu Lurcher
nalezli vlakna transplantovanych bunék vristajici do mozeckovych jader.

U mutantnich mysi typu weaver byla v mozeCkovém transplantatu ziskaném
z geneticky normalnich darc vytvotena charakteristickd mozeckova struktura a Purkyiovy
buniky vykazovaly normalni cytologické znaky, stejné jako u pcd mutantd (Triarhou a spol.,
1987). Trojvrstevnou strukturu alespon v ¢asti transplantatu pozorovali u téchto mysi také
Kohsaka a spol. (1988). U mysi typu weaver byla také popsdna migrace granularnich bun¢k
z transplantatu do hostitelského mozecku (Takayama a spol., 1988).

Kaemmerer a Low (1999) transplantovali suspenzi bun¢k mozecku transgennim SCA1
mySim. 18-22 tydnti po transplantaci nalezli transplantované Purkynovy buiiky u 9 z 12 mysi a
popsali zlepSeni v testu na rotarodu a zuZeni baze pii chizi.

Je tedy patmmé, ze transplantované Purkynovy burky jsou schopné migrovat do
molekularni vrstvy hostitele, jejiz hranice s granularni vrstvou je mistem jejich pfirozeného
vyskytu a patrn¢ je pritahuje (Alvarado-Mallart a Sotelo, 1993; Sotelo a Alvarado-Mallart,
1987a; Sotelo a spol., 1990). Granularni vrstva vSak ptedstavuje bariéru branici migraci
Purkynovych bunék hloubéji a omezujici proristani jejich axoni do mozeckovych jader. Tuto
vlastnost ma i atrofickd granularni vrstva dospélych mutantti Lurcher (Dumesnil-Bousez a
Sotelo, 1993). Purkynovy buriky transplantované intraparenchymalné do oblasti hlubokych
mozeckovych jader vSak u pcd mutantli vytvofily synapse s buikami jader a migrovaly



smérem do mozeckové kiiry a napodobily tak normalni migracni cestu z ontogeneze mozecku
(Triarhou a spol., 1992). Transplantace mozecku vedla k zlepSeni nckterych parametri
motorickych funkci u pcd mysi (Triarhou a spol., 1995, 1996; Zhang a spol., 1996) a SCA1
mys$i (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 narusené.

5.4. Vliv fyzické aktivity na kognitivni funkce

Fyzicka aktivita je podstatou rehabilitacni a rezimové terapie mnoha neurologickych
onemocnéni. ZvySuje plasticitu nervového systému (Vaynman a spol., 2006) a zlepSuje tak
kognitivni funkce u zvitat i lidi (Fordyce a Wehner, 1993; Laurin a spol., 2001). Bylo zjisténo,
ze pohybova aktivita a obohacené prostiedi mirni kognitivni deficit u nékolika zvifecich
mutantnich modeli kognitivnich poruch (Huang a spol., 2006) a dokonce zvysuji neurogenezi
v hipokampu (Kempermann a spol., 1997). Neurogeneze v hipokampu dospélych jedincii mtze
mit vyznam pro formovani dlouhodobé prostorové paméti (Snyder a spol., 2005). Zda se, ze
plsobeni 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 mutantii typu Lurcher vedlo obohacené prostredi stimulujici volni pohybovou aktivitu
ke zlepSeni motorickych funkci a schopnosti prostorového uceni (Caston a spol., 1999).

6. VYCHODISKO

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

2. Embryonalni mozeckova tkan transplantovana do cerebela mysi postizenych degenerativnim
procesem pieziva ve vysokém procentu po nékolik tydnt. U pcd mutanti a SCA1 mysi bylo
navic popsano zlepSeni motorickych funkci po transplantaci embryonalni mozeckové tkan¢.

3. Funkéni vliv transplantace embryondlni tkané mozecku u mutantnich mysi typu Lurcher
nebyl dostate¢n€ zkouman.

4. Neni znamo, zda ma transplantace embryonalni tkan¢ mozecku vliv na schopnost prostorové
orientace u mysi s degenerativnim postizenim mozecku.

5. V uvahu nutno vzit i to, ze fyzicka aktivita ma pozitivni vliv na kognitivni funkce, zvySuje
plasticitu nervového systému a dokonce zvySuje neurogenezi v hipokampu a Ze trénink
udajné prispiva k funkénimu zlepSeni po transplantaci.

7. CIL PRACE

1. Posoudit moznost ovlivnéni prostorové orientace v Morrisové vodnim bludisti u zviteciho
modelu olivocerebelarni degenerace - mutantnich mysi typu Lurcher - transplantaci
embryonalni mozeckové tkané a nucenou fyzickou aktivitou a i jejich kombinaci.

2. Sledovat ptezivani embryondlniho mozeckového transplantatu u dospélych a mladych
mutantnich mysi typu Lurcher.

3. Orienta¢né porovnat piezivani embryondlniho 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. Uspoiadani pokusu

Byly provedeny dva dil¢i pokusy:

1. Hodnotili jsme piezivini embryonilniho mozeckového transplantitu u
dospélych a mladych mysi typu Lurcher kmene B6CBA a u dospélych mysi typu wild téhoz
kmene histologickym vySetfenim piitomnosti transplantatu ve tfech obdobich po transplantaci
(ptiblizné€ po 3, 6 a 9 tydnech). Tento pokus orientaéné mapuje prezivani transplantatu u mysi
Lurcher v obdobi pfed ukoncenim testd prostorové orientace a histologickym vysetienim
transplantati ve druhém pokusu. Kromé toho srovnani prezivani transplantatu u dospélych
mys$i Lurcher s pokrocilou degeneraci mozecku a u zdravych mysi typu wild umozni posoudit,
zda ma patologicky zménéné prostiedi hostitelské tkan¢ zasadni vliv na piezivani 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.
Nucena fyzicka aktivita spocivala v opakovaném tréninku na rotarodu.

Byly vytvofeny nasledujici experimentalni 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 a netrénované mysi typu wild podrobené kontrolni operaci, které
predstavovaly zdravé kontroly. VSechny skupiny byly déale rozdéleny na mladé a dospélé
jedince.

Prostorova orientace byla vysetfovana 9 tydntl po operaci. Kromé toho byly provedeny
testy motorické koordinace 4, 8 a 10 tydnti po operaci a u dosp€lych zvitat i pred operaci. Tyto
motorické testy nejsou predmétem této prace a jsou zminovany pro Uplnost informaci o
pribéhu pokusu. Jejich detailni popis je uveden v prislusnych publikacich (Cendelin a spol.,
2007, 2008, v tisku). U mysi, kterym byl aplikovan transplantat, bylo po skonceni funkénich
pokusti, tedy 10-11 tydnt po operaci, provedeno histologické vyseteni piezivani transplantatu.
Funkéni pokusy byly hodnoceny jen u téch z nich, u kterych byl transplantat nalezen.

8.2. Pokusna zvirata

Pouzity byly mysi typu Lurcher (+/Lc) a wild (+/4+) kmene B6CBA obou pohlavi
z konvenéniho chovu Ustavu patologické fyziologie LF UK v Plzni. Voda a potrava byly
dostupné ad libitum. Teplota v chovném zafizeni byla 22-24 °C a vlhkost vzduchu byla
udrZzovana v rozmezi 60-80 %. Periody svétla a tmy se stiidaly 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 ptezivani transplantatu byli samci
a samice po odstavu oddé&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 pouZité
ke sledovani prostorové orientace byly po odstavu v ptipadé mladych zvifat nebo po operaci
v pifpad& dospélych umistény jednotlivé v klecich o rozmérech 11 X 25 ¢cm a vySce 14 cm.

V pokusu sledujicim prezivani transplantatu bylo celkem pouzito 133 mysi (mladé
mys$i Lurcher: n=42, dospélé mysi Lurcher: n=50, dospélé mysi wild: n=41). Do skupiny
dospélych mysi byla zafazovana zvifata star$i nez 50 dni (primérmy vék: 131,8 dne,
smérodatnd odchylka: 57,8, maximum: 338 dnl, minimum: 57 dn@). Mladé myS$i byly
operovany ve véku 12-18 dnd (praimérny vek: 13,8 dne, smérodatna odchylka: 0,9).

V pokusu sledujicim vliv transplantace, nucené motorické aktivity a jejich
kombinace na schopnost prostorové orientace bylo pouzito celkem 158 zvitat (dosp¢lé mysi
Lurcher, transplantace, trénované: n=12, dospélé mysi Lurcher, transplantace, netrénované:
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n=31, dospélé mysi Lurcher, kontrolni operace, trénované: n=15, dosp€lé mysi Lurcher,
kontrolni operace, netrénované: n=21, dospélé mysi wild, kontrolni operace: n=10, mladé¢ mysi
Lurcher, transplantace, trénované: n=12, mladé mysSi 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). Vék dospélych zvitat
v den operace byl rovnéz nejméné¢ 50 dnli (primérny vék: 112,7 dne, smérodatna odchylka:
38,9, maximum: 254 dnli, minimum: 50 dntt). Mladé mysi byly operovany ve véku 12-18 dnli
(pramérny vek: 13,7 dne, smérodatna odchylka: 1,2).

V uvadénych poctech zvitat a charakteristice soubori nejsou zahrnuti jedinci, ktefi
uhynuli béhem operace, nebo po operaci jesté pred ukoncenim pokust, a kteti tedy nemohou
byt soucasti hodnocenych souborti.

Pokusy byly provadény 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

Normalita rozlozeni dat byla testovana Kolmogorovovym-Smirnovovym testem.
Protoze zadny ze souborti dat nevykazoval normalni rozlozeni, byly déle pouzity
neparametrické testy, které jsou jmenovany vzdy na zavér popisu zptisobu hodnoceni vysledki
jednotlivych pokusti. Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily, pro které bylo p<0,05.

84. Transplantace embryonalni mozeckové tkané

Pokusnym zvifatim byla transplantovdna embryonalni mozeckova tkan ve formé
solidniho transplantatu. Manipulace s embryi a disekce mozecku probihala ve studeném
roztoku, ktery byl pouzit i pro skladovani transplantatu a jako vehikulum pfi jeho aplikaci.
Roztok byl pfipraven rozpusténim 9 g chloridu sodného a 6 g glukézy v 1 1 redestilované vody
a byl sterilizovan filtraci jednorazovym sterilizacnim filtrem Steritop (Millipore) s primérem
péri 0,22 pm.

8.4.1. Darce a odbér transplantatu

Darcem tkan¢ byla embrya mysi bez mutace Lurcher nesouci gen pro zeleny
fluoreskujici protein (GFP). Embrya byla ziskana zkiizenim samice stejného kmene, ze kterého
pochazel piijemce tkané¢ (B6CBA), a GFP pozitivniho samce kmene C57BL/6-Tg(ACTB-
EGFP)10sb/J. Gestac¢ni staii embryi v den odbéru transplantatu bylo 12-13 dni.

Gravidni darcovské samice byly hluboce anestezovany thiopentalem. Po dikladné
dezinfekei byla prostfiZzena btisni sténa a dé€loha 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 zasobeni placenty embrya, které je vyjmuto jako posledni.
Embrya byla vklddana do Petriho misky schladnym roztokem (slozeni viz vySe) a
dekapitovana. Piitomnost GFP byla ovéfena ozatfenim ultrafialovou lampou. Dale pouzita byla
jen zelené fluoreskujici embrya.

Z hlav embryi byl vypreparovan mozkovy kmen. Zaklad mozeCku byl oddélen
v podobé dvou srpkovitych nebo piiblizné polokruhovitych kousktl tkané. Kousky
embryonalniho mozecku byly shromdzdény do plastové zkumavky s vySe popsanym roztokem
a vchladu uchovdvany do doby transplantace (nejvySe 5 hodin). Jednomu piijemci byly
aplikovany 2 kousky embryondlniho mozecku, tedy mnozstvi odpovidajici tkani ziskané
z jednoho embrya.
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8.4.2. Aplikace transplantatu

Dospéli piijemci transplantitu byli anestezovani smési ketaminu (100 mg/kg) a
xylazinu (16 mg/kg) aplikovanou intraperitonealné. Mladym mysim bylo aplikovano 0,36 mg
ketaminu a 0,057 mg xylazinu a tato anestézie byla doplnéna kryoanestézii.

Po ostfihani a dezinfekci operacniho pole byla mys$ byla upevnéna do stereotaxického
aparatu a operacni pole bylo opét vydezinfikovano. Asi 1 cm dlouhy fez byl veden skalpelem
ve stiedni ¢afe v zadni Easti parietalni oblasti a v okcipitalni oblasti hlavy. Sijové svalstvo bylo
tupé preparovano ve stiedni ¢afe tak, aby byl ziskan pfistup k okcipitalni kosti v oblasti pod
uponem Sijovych svall a k atlantookcipitdlni membrané. Membrana byla punktovana injekcni
jehlou, aby unikl maly objem mozkomisniho moku. Tim vznikl v lebce prostor a omezilo se
riziko uniku transplantatu z lebky. V okcipitalni kosti ve stiedni cafe pod upony Sijovych svali
(Bregma — 8,7 mm) byl vyvrtan otvor o priméru do 2 mm. Dva kousky embryondlniho
mozecku v 10 pl vehikula byly injikovany do otvoru mikrokapilarou. Réna byla seSita v jedné
vrstveé vstiebatelnym materialem a dezinfikovana. Dospélym i mladym kontrolnim mysim typu
Lurcher a wild byla provedena kontrolni operace. Postup byl shodny s pribéhem transplantace
s tim rozdilem, ze misto transplantatu bylo aplikovano 10 pl samotného vehikula.

8.5. Vysetieni pritomnosti a morfologie transplantatu

Mozecky a mozkové kmeny mysi, kterym byl aplikovan transplantat byly vysetieny
histologicky ke zjisténi prezivani transplantatu a k orientaénimu posouzeni jeho lokalizace a
struktury. Odbér vzorka tkan¢ k vysetfeni byl proveden u mysi pouzitych pro sledovani
prezivani transplantatu ptiblizn¢ 3 (17-25 dnd), 6 (38-46 dnt) a 9 tydnd (59-67 dnd) po
transplantaci. 3 tydny po operaci bylo vysetfeno 13 mladych mysi Lurcher, 17 dospélych mysi
Lurcher a 13 dospélych mysi typu wild. Po 6 tydnech bylo vySetfeno 13 mladych mysi
Lurcher, 17 dospélych mysi Lurcher a 13 dospélych mysi wild. 9 tydnti po transplantaci bylo
vySetfeno 16 mladych mys$i Lurcher, 16 dospelych mysi Lurcher a 15 dospélych mysi wild.

U vSech mysi, kterym byl aplikovan transplantat a u nichz byl sledovan funkéni vliv
transplantace a fyzické aktivity, bylo histologické vysetfeni provedeno po skonceni funkénich
pokust, tj. 10-11 tydnti po transplantaci.

8.5.1. Histologické zpracovani

Pokusnad zvifata byla hluboce anestezovana thiopentalem a transkardidlng
perfundovana fosfatovym pufrem (pH 7,4) a 4% paraformaldehydem (pH 7,4). Mozky byly
vyjmuty a vlozeny na nékolik dnt do 4% paraformaldehydu (pH 7.4) k postfixaci. Pak byly
vlozeny na 16-20 hodin do 30% roztoku sachar6zy ke kryoprotekci a zmrazeny. Mozkovy
kmen, mozecek byly krajeny kryostatem (50pum frontalni fezy).

Pritomnost transplantatu byla zjiStovana v nativnich fezech pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu. Protoze buiky darce exprimovaly GFP, zatimco tkéan¢ hostitele nikoliv, byly
zelené fluoreskujici buiiky povazovany za buiiky transplantatu nebo buriky vzniklé jejich
proliferaci. Fluorescen¢ni mikroskopie umoznila rovnéz posoudit velikost a kompaktnost
transplantatu nebo jeho prostoupeni nefluoreskujici tkédni a identifikovat buiky, které
vycestovaly do hostitelské tkang.

Po vysetfeni a fotografické dokumentaci nativnich preparatii byly fezy obarveny dle
Nissla za tc¢elem detailn€jsiho posouzeni morfologie transplantatu.

8.5.2. Hodnoceni piezivani transplantatu

Prezivani transplantatu bylo hodnoceno jako procento zvitat, u nichz byl transplantat
nalezen, zcelkového poctu zvifat, kterym byl aplikovan. Za jedince s piezivajicim
transplantatem byla povazovana ta zvifata, u kterych byl nalezen alesponn maly kousek
fluoreskujici tkané nebo néekolik fluoreskujicich bunék. K porovnani piezivani transplantatu,
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vyskytu diferencované struktury mozeckové kury v transplantitu a k porovnani vyskytu
prorustani nervovych vlaken nebo bun¢k z transplantatu do okoli v jednotlivych skupinach
mysi byl pouzit Fishertv test.

8.6. Nucena fyzicka aktivita

Cast mysi typu Lurcher po transplantaci nebo kontrolni operaci byla vystavena
opakovanému tréninku na rotarodu. Prameér valce rotarodu byl 4 cm, rychlost rotace 4
otaCky/min. Trénink byl zahdjen 12 dni po operaci. Probihal v 6 pétidennich cyklech, mezi
kterymi byly dvoudenni pfestavky, tedy po 6 tydnti, 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 usekil, mezi kterymi byly pétiminutové prestavky. Druhd cast
mysi Lurcher byla ponechéna bez tréninku, stejné jako vsechny mysi wild.

8.7. Test prostorového uceni

Prostorova orientace a schopnost prostorového uceni byla vySetiovana standardni
metodou Morrisova vodniho bludisté (Morris, 1984). Pokusny objekt se uci v kruhovém
bazénu naplnéném vodou hledat ostrivek. Pouzili jsme kruhovy bazén o priméru 95 cm.
Hloubka vody byla 20 cm, vySka stény nad hladinou byla 10 cm. Teplota vody byla 26-29 °C.
Ostriivek byl vyroben z prithledného materialu. Jeho kruhova plosinka o praméru 7,5 cm byla
ponofena 0,5 cm pod hladinou vody. Ostrivek byl tedy pro plavajici mys skryty. Na obvodu
bludisté byly urceny 4 startovni body oznacené jako sever (S), jih (J), zapad (Z) a vychod (V).
Ostravek byl trvale lokalizovan ve stfedu jihozapadniho kvadrantu.

Pokus byl zahdjen 61 dnt po operaci (tj. 6 dnt po poslednim dnu tréninku) a probihal
po 10 dnt. Denné byly provedeny 4 starty, kazdy z jiného startovniho bodu v potadi S, J, Z, V.
Stiidani startovnich pozic ztizilo moznosti idiotetické navigace. V bludisti byla kazda mys
ponechana nejvyse 60 s. Pokud do té doby nenasla ostrivek sama, byla na n¢j navedena. Po
kazdém startu byly mysi ponechany na ostriivku 30 s. Po dobu pfestavek mezi starty trvajicich
12 minut byly mysi umistény v chovnych klecich.

Pohyb mysi byl registrovan automatickym zafizenim EthoVision 3.0 (Noldus,
Nizozemsko). M¢feny byly latence dosazeni ostrivku, délka drahy a primémé rychlost
plavani. V ptipadé nenalezeni ostrivku byla hodnota latence dosazeni ostrivku urcena jako
maximalni doba trvani pokusu, tj. 60 s. Pro kazdého jedince byly vypocitany primérné
hodnoty ze ¢tyt startd provedenych v daném dnu a teprve ty dale zpracovavany.

K posouzeni vyznamnosti zmény latenci, délek drahy a rychlosti plavani v pribéhu
pokusu byla pro jednotlivé skupiny pouzita Friedmanova ANOVA. Dale byl hodnocen pomeér
latenci dosazeni ostriivku posledni a prvni den pokusu (D10/D1) a obdobné pomér délky drahy
posledni a prvni den pokusu, které jsou ukazatelem miry zmény parametrii. K posouzeni
zavislosti vSech sledovanych parametrti (latenci, délek drahy a rychlosti v jednotlivych dnech
pokusu, pomért latenci a pomérti délek drahy) na experimentalni skupiné byl pouzit Kruskal-
Wallisiiv test. Pro parametry identifikované jako statisticky vyznamné se liSici mezi skupinami
byl nasledné pouzit Mann-Whitneyiv test k posouzeni vyznamnosti rozdilli mezi jednotlivymi
skupinami. Pro parametry, které nezavisely statisticky vyznamné na experimentalni skuping,
nebyly rozdily mezi jednotlivymi skupinami dale uvazovany.

Z mysi, kterym byl aplikovan transplantat, byly k vyhodnoceni vysledkii testu
prostorové orientace pouZity jen ty, u kterych transplantat ptezil do doby ukonceni pokust.
Zvitata, u nichz transplantat nebyl nalezen, byla vyloucena ze souboru.
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9, VYSLEDKY

9.1. Piezivani a morfologie transplantatu

Nebyly zjistény vyznamné rozdily v pfezivani transplantatu mezi jednotlivymi
skupinami pokusnych mysi a v zadné skupiné mysi nebyla patrna tendence k poklesu vyskytu
transplantatu s prodluzujici se dobou po operaci. Pocty zvifat, u kterych byl transplantat
nalezen histologickym vySetfenim, a pocty mysi, u nichz zanikl, a procentudlni vyjadieni
pfezivani transplantatu jsou uvedeny v tab 1.

Ptezivani transplantatu
Tydny po operaci 3 6 9
% ano ne % ano ne % ano ne
Dospélé WT 69,2 9 4 100 13 0 86,7 13 2
Dospélé Lc 88,2 15 2 88,2 15 2 81,3 13 3
Mladé Lc 84,6 11 2 92,3 12 1 93,8 15 1

Tab. 1: Procentudlni vyjadieni ptezivani transplantatu, pocty dospélych mysi typu wild (WT) a
dospélych a mladych mysi Lurcher (Lc) vySetfenych 3, 6 nebo 9 tydnl po transplantaci, u
kterych byl nalezen transplantat, a pocty zvitat, u kterych transplantat nalezen nebyl.

U nékterych zvitat byl nalezen jen jeden transplantat. Jindy bylo nalezeno vice
mensich kouskl fluoreskujici tkané (az pét) mnohdy od sebe znac¢né vzdalenych. Velikost
transplantatu kolisala od titvar o primeéru v transversalnim sméru az 5 mm piekryvajicich vice
nez polovinu povrchu hostitelského mozecku po nékolik jednotlivé roztrousenych bunék nebo
shluk nékolika bun¢k. Pod velkymi transplantity byl mozecek ptijemce deformovany a
vyrazn¢ zploStély. Mensi transplantaty lokalizované na mozecku pfijemce mély mnohdy
nekompaktni strukturu a v jejich okoli bylo patrné naruseni struktury mozeCku piijemce,
ptipadné bylo malé mnozstvi fluoreskujici tkan¢€ nalezeno na dn¢ defektu v mozecku piijemce.
U jedinct podrobenych kontrolni operaci podobna poskozeni mozecku zjisténa nebyla. Nebyla
patrna souvislost velikosti transplantatu s dobou, ktera uplynula od transplantace.

Transplantat byl nejcastéji objeven na povrchu mozecku hostitele nebo castecné
zanoteny v mozecku (bez ohledu na dobu vySetfeni po operaci - u 25 dospélych mysi typu
wild, 30 dospélych mutantli Lurcher a u 32 mladych mutantd). Vzacnéji se nachédzel na
povrchu pontu nebo prodlouzené michy (u 2 dospélych mysi typu wild, 2 dospélych mutantt
Lurcher a u 3 mladych mutantd). Jindy byl transplantat ulozen lateralné¢ mezi mozeCkem a
kmenem a byl tak v kontaktu s obéma strukturami nebo se jeden transplantat nachazel na
mozecku a dal$i na kmeni (u 8 dospélych mysi typu wild, 9 dospélych mutanti Lurcher a u 2
mladych mutant(). U zbyvajicich 3 jedinct nebylo ulozeni transplantatu hodnotitelné, nebot’ ve
vSech fezech byl transplantat zcela oddélen od hostitelskych tkéni. Nelze vyloucit, Ze se
jednalo o artefakt vznikly odtrzenim povrchné nasedajiciho transplantatu.

U vétsiny mysi mél transplantat neusporadanou strukturu. U ostatnich byla alespon
v ¢asti transplantatu patrna charakteristicka struktura mozeckové kury s diferencovanymi tfemi
vrstvami. PoCty zvifat s prokdzanou charakteristickou strukturou diferencovanou alespon
v ¢asti transplantatu a poCty zvifat s neuspoidadanou strukturou jsou uvedeny vtab. 2. U
mladych mys$i Lurcher byla v transplantatu nalezena charakteristickd mozeCkova struktura
¢ast¢ji nez u dospélych mysi Lurcher (6 tydnd po operaci p<0,001). Rozdily mezi dospélymi
zvitaty typu Lurcher a wild nebyly statisticky vyznamné. V zadné skupin¢ mysi nebyl patrny
trend zmény vyskytu uspofadané struktury s rostoucim casovym odstupem od transplantace.

Propojeni mezi transplantatem a hostitelskou tkani bylo chudé. V mnoha ptipadech
byl transplantat ostfe ohraniceny. U nékterych zvifat byl okraj transplantatu neostry a byla
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patrna fluoreskujici vlakna z néj vybihajici. Tato vlakna vSak obvykle probihala spise paralelné
s povrchem mozecku, nikoliv smérem do hloubky k mozeCkovym jadrim. Nekdy byly
v hostitelské tkani mimo transplantat nalezeny fluoreskujici buriky, které tvarem a velikosti
odpovidaly bunkam Purkynovym a mély také pro tento bunéény typ charakteristicky
dendriticky strom, ktery vSak byl orientovan riznymi sméry. Obvykle se takové bunky
nachazely v blizkosti transplantatu. V né€kolika pfipadech bylo pozorovano vristani
transplantatu do fisur mozecku hostitele. Ve vSech piipadech, kdy transplantat vytvarel n¢jaké
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 zvirat), zadné
interakce patrné nebyly. Pocty zvirat, u kterych byl transplantat ohranieny, a pocty zvifat, u
nichz bylo pozorovano proristani vlaken nebo bunék jsou uvedeny v tab. 3. U dospélych mysi
typu wild bylo nalezeno prorastani vlaken nebo bunék z transplantatu do hostitelské tkané
¢ast¢ji nez u dospélych mysi Lurcher (6 tydnd po operaci p<0,0123). U mladych mysi typu
Lurcher bylo nalezeno proristani ¢astéji nez u dospélych (6 tydnti po operaci p<0,03). Nebyl
patrny trend zmény vyskytu prorustani s rostouci dobou, kterd uplynula od transplantace.

Vyskyt diferencované struktury mozeckové kiiry
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 alesponi v ¢asti transplantatu typicky
trojvrstevna struktura mozeckové kuiry, pocty dospélych mysi typu wild (WT) a dospélych a
mladych mysi typu Lurcher (Lc) vySetfenych 3, 6 nebo 9 tydni po transplantaci s vyskytem
struktury mozeckové kury, a pocty zvitat, u kterych takova struktura nalezena nebyla. U
zbyvajicich 4 zvitat bylo vySetfeni nejednoznacné.

Vyskyt prorastani 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 mysi s vyskytem prorustani vlaken nebo buné¢k z transplantatu do hostitelské
tkang, pocty mysi typu wild (WT) a Lurcher (Lc) vysetfenych 3, 6 nebo 9 tydnli po
transplantaci, u kterych bylo pozorovano prorlstani, a pocty zvifat, u nichz prorustani
pozorovano nebylo. Zahrnuta jsou pouze zvifata, u kterych byl transplantat v kontaktu
s mozeckem. U 7 zvitat, u kterych se transplantat mozecku hostitele nedotykal, zadné interakce
nalezeny nebyly. U zbyvajicich 5 mySi bylo vySetfeni nejednozna¢né z divodu volné
lokalizace transplantatu nebo poskozeni fezt.

9.2. Hodnoceni vlivu transplantace a fyzické aktivity
9.2.1. Prezivani transplantitu u trénovanych a netrénovanych mysi

Procentualni vyjadieni pfezivani transplantaitu a pocty mysi jednotlivych
experimentalnich skupin, u kterych transplantat prezil a u kterych zanikl, jsou uvedeny v tab. 4.
Rozdily v pfezivani mezi jednotlivymi skupinami mysi nebyly statisticky vyznamné.
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Prezivani transplantatu u trénovanych a netrénovanych mysi
% ano ne
Dospélé netrénované 74,2 23 8
Dospélé trénované 66,7 8 4
Mladé netrénované 89,5 17 2
Mladé trénované 100,0 12 0

Tab. 4: Prezivani transplantatu u mladych a dospé€lych trénovanych a netrénovanych mysi typu
Lurcher v % jedinci, kterym byl transplantat aplikovan, a absolutni pocty mysi, u kterych
transplantat prezil a u kterych zanikl.

Morfologické nalezy byly podobné, jako ve skupinach mysi vySetfovanych 3, 6 a 9
tydnli po transplantaci. I v souborech trénovanych a netrénovanych mysi byly nalezeny
transplantaty rozlicné velikosti. Na povrchu hostitelského mozecku nebo castecné v ném
zanoteny byl transplantat nalezen u 18 netrénovanych a 6 trénovanych dospélych mysi, 11
mladych netrénovanych a 8 mladych trénovanych zvifat. Na povrchu mozkového kmene byl
transplantat nalezen u 4 dospélych netrénovanych a 1 dospélé trénované mysi. Situace, kdy byl
transplantat v kontaktu zaroven s mozeckem i kmenem nebo jeden z transplantatli nasedajici na
mozeCek a dalsi na kmen, byla nalezena u 1 netrénované a 1 trénované dosp€lé mysi, u 5
netrénovanych a 4 trénovanych mladych mysi. V jednom ptipad¢ nebylo mozné lokalizaci
urcit.

Pocty zvitat s prokazanou strukturou mozeckové kiry alespon v Casti transplantatu a
pocCty zvirat s neuspofadanou strukturou jsou uvedeny v tab. 5. Interakce mezi transplantatem a
tkani ptijemce byly opét chudé. Pocty zvitat s patrnym prorustanim vlaken nebo bunék a pocty
zvirat s ohrani¢enym transplantatem jsou uvedeny v tab. 5. Rozdily ve vyskytu diferencované
struktury a prortistdni mezi trénovanymi a netrénovanymi zvitaty nebyly statisticky vyznamné.
Mezi dospélymi a mladymi trénovanymi zvifaty byl vyznamny rozdil ve vyskytu prorustani
(Fishertv test: p<0,0436). U netrénovanych mysi rozdil nebyl statisticky vyznamny.

Vyskyt diferencované struktury | Vyskyt proriistani transplantatu
mozeckové klry do hostitelské tkan¢
% ano ne % ano ne
Dospélé 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. 5: Vlevo: Procento mysi s vyskytem struktury mozeckové kury, pocty mysi Lurcher
jednotlivych skupin, u kterych byla nalezena struktura mozeckové kury, a poéty zvifat, u
kterych nalezena nebyla. Vpravo: Procento mysi s vyskytem proristani vlaken nebo bunck
z transplantatu do hostitelské tkané, pocty mysi, u kterych bylo proriistani pozorovano, a pocty
zvirat, u kterych pozorovano nebylo. Zahrnuta jsou pouze zvitata, u kterych byl transplantat
v kontaktu s mozeckem. U 5 zvifat se transplantat mozecku hostitele nedotykal a u 2 zvirat
nebylo hodnoceni prorustani jednoznacné.
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9.2.2.

Prostorova orientace v Morrisové vodnim bludiSti

9.2.2.1. Zakladni srovnani mysi typu Lurcher a wild s ohledem na vék

U mysi vsech experimentalnich skupin byla pozorovana schopnost uc¢eni v Morrisoveé
vodnim bludisti. V pribéhu deseti dni pokusu dochdzelo ke zkracovani latenci dosazeni
ostrivku i uplavané drahy. Uréitym vyvojem prosla u nékterych skupin mysi i rychlost plavani
(hladiny vyznamnosti v tab. 6). Pomér latenci a pomér délek drahy v poslednim a prvnim dnu
pokusu (D10/D1) ukazujici miru zmény je uveden v tab. 7. Poméry latenci a drahy v poslednim
a prvnim dnu se vyznamné liSily mezi experimentalnimi skupinami mysi (pro pomér latenci
H=53,21496, p<0,0001, pro pomér délek drahy H=53,19773, p<0,0001).

Latence Draha Rychlost
p< X p< X p< X
Lc dospé€lé T+R (n=8) 0,00001 | 38,5539 | 0,00019 | 32,1273 NS 8,65883
Lc dospélé T (n=23) 0,00001 | 105,137 | 0,00001 | 74,1842 | 0,00856 | 22,1086
Lc dospélé K+R (n=15) | 0,00001 | 79,3683 | 0,00001 | 73,7200 | 0,00421 | 24,0619
Lc dospelé K (n=21) 0,00001 | 82,6998 | 0,00001 | 53,6961 | 0,01605 | 20,3176
WT dospélé K (n=10) 0,00001 | 67,2787 | 0,00001 | 63,4255 | 0,01332 | 20,8582
Lc mladé T+R (n=12) 0,00001 | 71,0364 | 0,00001 | 67,0546 | 0,03819 | 17,7499
Lc mladé T (n=17) 0,00001 | 57,2954 | 0,00001 | 40,4182 NS 11,1377
Lc mladé K+R (n=14) 0,00001 | 72,9168 | 0,00001 | 74,026 | 0,00136 | 27,082
Lc mladé K (n=16) 0,00001 | 88,4492 | 0,00001 | 77,3046 NS 16,2546
WT mladé K (n=8) 0,00001 | 53,1191 | 0,00001 | 50,3182 NS 12,9879

Tab. 6: Statistickd vyznamnost zmén latenci dosazeni ostrivku, délky drahy a rychlosti plavani
v Morrisové vodnim bludisti v pribéhu 10 dni pokusu u jednotlivych experimentalnich skupin
mysi typu Lurcher (Lc) s transplantitem trénovanych na rotarodu (T+R), netrénovanych s
transplantatem (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).

Pomeér latenci Pomeér délek drahy

Lc dospélé: transplantace + trénink 0,444 £ 0,168 0,516 £0,232
Lc dospélé: transplantace 0,459 + 0,257 0,607 £ 0,457
Lc dospélé: kontrolni operace + trénink 0,320,114 0,341 £0,137
Lc dospélé: kontrolni operace 0,567 +0,275 0,72 £0,412

WT dospélé: kontrolni operace 0,12+ 0,05 0,1423 +£ 0,073
Lc mladé: transplantace + trénink 0,386 +0,184 0,435+ 0,257
Lc mladé: transplantace 0,433 +£0,291 0,506 + 0,375
Lc mladé: trénink 0,459 £ 0,344 0,458 £ 0,336
Lc mladé: kontrolni operace 0,323 £0,135 0,3454 £ 0,155
WT mladé: kontrolni operace 0,097 £ 0,025 0,093 £ 0,026

Tab. 7: Primémé poméry latenci dosazeni ostritvku 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) a wild (WT).
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Latence dosazeni ostrivku i délka drahy v Morrisové vodnim bludisti vyznamné
zavisely na experimentalni skupiné¢ zvitat 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. 8.

Latence Draha Rychlost
p< H p< H p< H
D1 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. 8: Statistickd vyznamnost rozdila latenci, délek drdhy a rychlosti plavani v Morrisové
vodnim bludisti mezi zvifaty sledovanych experimentalnich skupin v jednotlivych dnech
pokusu (D1-D10) - Kruskal-Wallisiv test pro vSech 10 experimentalnich skupin
(experimentalni skupina jako nezavisle proménnd). Hladiny vyznamnosti p>0,05 jsou
oznaceny jako NS (nesignifikantni). Tam, kde nebyla statisticky vyznamna zavislost na
experimentalni skuping, nebyly rozdily mezi jednotlivymi skupinami dale sledovany.

V testu v Morrisové vodnim bludisti byly pozorovany vyrazné rozdily v latencich i
délce drahy mezi jedinci typu wild a kontrolnimi zvifaty Lurcher u mladych i dospélych mysi
(obr. 1 A, B). Mladé mysi wild dosahovaly od druhého a dospé€lé od prvniho dne pokusu
kratSich latenci i krat§i drahy nez kontrolni mutanti pfislusné vékové skupiny (statisticka
vyznamnost v tab. 9). 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 (statistickd vyznamnost v tab. 9) (obr. 1 C).

Mladé mysi typu wild také dosahly niz§itho poméru latenci (U=0, p<0,00009) i poméru
délek drahy (U=0, p<0,00009) mezi poslednim (D10) a prvnim (D1) dnem pokusu nez mladé
kontrolni mysi Lurcher. Rovnéz dospélé mysi typu wild dosahly nizsiho poméru latenci (U=6,
p< 0,00003) i délek drahy (U=7, p< 0,00004) nez dospélé kontrolni mysi Lurcher (hodnoty
pomeru v tab. 7).

U mysi typu wild nebyly mezi mladymi a dospélymi jedinci patrné rozdily v latencich,
délkéch drahy ani rychlosti plavani v Morrisové bludisti (obr. 1). Poméry latenci a délek drahy
v poslednim a prvnim dnu pokusu se také vyznamné neliSily (hodnoty v tab. 7).

U kontrolnich mysi typu Lurcher dosahovala mlada zvitata kratSich latenci (v D3, D5-
D10) i kratSich drah (v D2, D3, D5-D10) nez dospéla pfi mirné nizsi rychlosti plavani (v D4,
D5, D6, D10) (obr. 1). 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 viz tab. 7) (pro pomér latenci U=75, p<0,00436, pro pomér
délek drah U=66, p<0,00177).
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Latence Draha Rychlost
p< U p< U p< U
Mladé mysi: kontrolni mysi typu wild vs. kontrolni mysi typu Lurcher
D1 - - - - - -
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
D1 - - - - - -
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
Miladé vs. dospélé mutantni mysi typu Lurcher

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: Statisticka vyznamnost rozdila 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 dospélych mysi a mezi mladymi a dospélymi
kontrolnimi jedinci typu Lurcher. Mann-Whitneylv 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 (-).
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Obr. 1: Primérné latence dosazeni ostrivku 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 stfedni chybu primeéru.
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9.2.2.2. Vliv transplantace a tréninku u dospélych mysi

Dospélé trénované mutantni mySi typu Lurcher po kontrolni operaci dosdhly
vyznamng¢ kratSich latenci a drah (v D3-D10, statistické vyznamnosti v tab. 10) v Morrisoveé
bludisti pii nizsi rychlosti plavani nez netrénovani kontrolni mutanti (v D4 - D6, D8, D10,
statistické vyznamnosti v tab. 10) (obr. 2). U trénovanych zvitat byly niz§i poméry latenci
(0,320 vs. 0,567, U=72, p<0,00609) i délek drahy (0,341 vs. 0,72, 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
D1 - - - - - -
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 rozdilt latenci, délek drahy a rychlosti plavani v jednotlivych
dnech pokusu (D1-D10) v Morrisové bludisti mezi netrénovanymi kontrolnimi a trénovanymi
kontrolnimi dospélymi mutanty Lurcher. Mann-Whitneyiv 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 (-).

Dospélé netrénované mysi Lurcher s transplantatem dosahly vyznamné kratsich latenci
v Morrisové bludisti nez kontrolni netrénované mysi Lurcher v jediném dnu (D5) pokusu
(U=150,5, p<0,03251) a vyznamné krat§i drahy pouze v 6. (U=149, p<0,02976) a 7. dnu
(U=154, p<0,0398) pokusu (obr. 2 A, B). Rychlost plavani byla u téchto dvou skupin zvitat
prakticky shodna s vyjimkou 10. dne, kdy kontrolni zvifata plavala rychleji (U=131,
p<0,00943) (obr. 2 C). Poméry latenci a délek drahy v poslednim a prvnim dnu pokusu se
vyznamné nelisily (tab. 7).

Dospélé trénované mysi Lurcher s transplantatem se v dosaZenych latencich neliSily
vyznamné od netrénovanych kontrolnich mysi Lurcher. Délka drahy se vyraznégji liSila pouze
v D4 (U=36, p<0,01918) (obr. 2 A, B). Rychlost plavani (obr. 2 C) a poméry latenci a délek
drahy v poslednim a prvnim dnu pokusu se u téchto dvou skupin mysi vyznamné nelisily.

Vysledky dospélych trénovanych mysi typu Lurcher s pfezivajicim transplantatem a
vysledky netrénovanych mysi Lurcher s transplantitem se velmi podobaly ve vsech
sledovanych parametrech a nebyly mezi nimi zadné vyznamné rozdily (obr. 2, tab. 7).

Dospélé trénované kontrolni mysi typu Lurcher dosahly ve srovnani s trénovanymi
zvitaty s transplantatem ve 3., 9. a 10. dnu pokusu kratsich latenci (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 (pro D3 U=l11,
p<0,00157, pro D9 U=21, p<0,01183, pro D10 U=8, p<0,00079) (obr. 2 A, B). Rychlost
plavéani se vyznamné neliSila a ani v pomérech latenci a délek drahy v poslednim a prvnim dnu
pokusu nebyly vyznamné rozdily (obr. 2 C, tab. 7).
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Ve srovnani snetrénovanymi mutanty Lurcher s transplantitem také dosdhly
trénované kontrolni mysi kratSich latenci ve 2.-6. a 10. dnu (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 (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. 2 A, B) pfi
mirn¢ nizsi rychlosti (pro D5 U=78, p<0,00478) (obr. 2 C). V pom¢érech latenci a délek drahy
v poslednim a prvnim dnu pokusu vyznamné rozdily nebyly zjistény (tab. 7).

Nejlepsich vysledkti v Morrisoveé bludisti tedy dosahly trénované kontroln¢ operované
mysi. Ani ty se vSak nevyrovnaly mysim wild, jejichz latence i draha byly vyrazné kratsi témér
po cely prabéh pokusu. Rychlost plavani byla ptitom podobna nebo dokonce ve 4. dnu pokusu
vyznamng niz$i u mysi wild (statistické vyznamnosti v tab. 11) (obr. 2). U mysi wild byly také
vyrazn¢ niz§i pomery latenci (U=7, p<0,00017) i délek drahy (U=11, p<0,00039) v poslednim
a prvnim dnu pokusu nez u trénovanych mysi Lurcher (tab. 7).

Parametry meéfené v Morrisové bludisti u mySi s prezivajicim transplantatem
nevykazovaly souvislost s velikosti transplantatu ani s interakcemi s hostitelskou tkani.

Dospélé trénované kontrolni mysi Lurcher vs. dospélé kontrolni mysi typu wild
Latence Draha Rychlost

p< U p< U p< U
D1 - - - - - -
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 rozdila latenci, délek drahy a rychlosti plavani v jednotlivych
dnech pokusu (D1-D10) v Morrisové 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 skupiné, nebyl rozdil mezi jednotlivymi skupinami hodnocen (-).

9.2.2.3. Vliv transplantace a tréninku u mladych mysi

U mladych mysi Lurcher nebyly mezi netrénovanymi kontrolnimi zvifaty a zvifaty
ovlivnénymi tréninkem, transplantaci nebo obéma zplisoby statisticky vyznamné rozdily
v latencich, délce drahy ve vodnim bludisti ani v pomérech latenci a pomérech délek drahy
v prvnim a poslednim dnu pokusu (obr. 3, tab. 7). Vyjimkou byly rozdily v rychlostech plavani
mezi kontrolni skupinou netrénovanych mysi Lurcher a skupinou netrénovanych mysi s
transplantatem (pro D4 U=80, p<0,04368, D7 U=63, p<0,00856, D8 U=74, p<0,02554), mezi
kontrolnimi netrénovanymi a trénovanymi zvifaty (pro D7 U=45, p<0,00536) a mezi
kontrolnimi netrénovanymi zvitaty a skupinou trénovanych mysi s transplantatem (pro D7
U=50 p<0,03273). Ve vSech ptipadech plavaly netrénované kontrolni mysi rychleji.
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Obr. 2: Primérné latence dosazeni ostrivku 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$i typu Lurcher s transplantitem trénovanych na rotarodu (T+R), netrénovanych s
transplantatem (T), kontrolnich trénovanych (K+R), kontrolnich netrénovanych (K) a u
kontrolnich dospélych mysi wild (WT). Chybové usecky piedstavuji stiedni chybu priiméru.
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Obr. 3: Primérné latence dosazeni ostrivku v s (A), délka drahy v cm (B) a rychlost plavani
v em/s (C) vjednotlivych dnech pokusu v Morrisové vodnim bludisti (D1-D10) u mladych
mys$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 tsecky predstavuji sttedni chybu prameéru.
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10. DISKUSE

10.1.  Prezivani a struktura transplantatu

Prezivani solidniho embryonalniho mozeckového transplantatu u mysi typu Lurcher
kmene B6CBA bylo ve vsech skupinach vice nez Sedesatiprocentni. Bylo tedy vyssi, nez jaké
popisuji u mladych i dospélych mutantti Lurcher Tomey a Heckroth (1993), ktefi udavaji
preziti u poloviny zvifat pfi pouZziti bunécné suspenze, kterd i v nasi laboratofi pfezivala hiife
nez solidni transplantat (Schmidtmayerova a spol., 2005). Zarovén naSe nalezy podporuji
tvrzeni Tomeye a Heckrotha (1993), ze prezivani mozeckového transplantatu je u mysi Lurcher
nizsi nez u pcd mutantt.

U mladych i dospélych mysi typu Lurcher, ani u dospélych mysi typu wild jsme
nepozorovali pokles vyskytu transplantatu mezi 3. a 9. tydnem po transplantaci. Pfesto nékteré
transplantaty jevily znamky rozpadu a drobné shluky bunék byly pravdépodobné zbytkem po
jejich zaniku. Tyto nalezy naznacuji, ze v obdobi 3 az 9 tydnu po transplantaci nedochazi k
rychlému a uplnému zéniku transplantatu. U nekterych zvifat zanikl transplantat jiz béhem
prvnich tfi tydnd, a proto pfi vysetfeni 3 tydny po operaci nebyl nalezen u vsech jedinct. Fakt,
7e dale pritomnost transplantatu neklesala, znamend, ze pokud tento piezil 3 tydny, pfetrval
pak témét vzdy nejméné do 9. tydne alespon v podob¢ zbytkil tkané nebo riizné velkého utvaru
nejeviciho znamky rozpadu. Ke zjisténi, zda v pribéhu této doby dochazi k pozvolnému
zmenSovani transplantatu v diisledku postupného zaniku nebo, zda pretrvava ve stavu, v jakém
se nachazel 3 tydny po operaci, bude potieba provést volumometrickou studii. Piedbézné
vysledky nasich dosud nepublikovanych pokust prokazuji ptezivani objemnych mozeckovych
transplantati bez znamek regresivnich zmén u mutantd Lurcher jesté 6 mésict po transplantaci.

Do oblasti mozecku pfijemce jsme aplikovali dva transplantaty. Dva kousky
fluoreskujici tkan¢ vSak byly nalezeny jen u nékterych zvirat. Mnohdy byla nalezena jen jedna
¢ast, jindy naopak vice nez dvé. Nalez jednoho transplantatu lze vysvétlit zanikem druhého.
V ptipadech, kdy mél transplantat zna¢né rozméry a Clenity tvar, doslo pravdépodobné ke
spojeni obou aplikovanych ¢asti v jeden utvar. Pokud byl pfitomen vétsi pocet kouskt, byly
obvykle mens$ich rozméri. Mohlo se jednat o zbytky transplantatu, nebo mohlo dojit k jeho
roztrzeni na n€kolik fragmentli béhem nasavani do kapilary, coz jsme nékolikrat pozorovali.

V nékterych piipadech se u mysi typu wild 1 Lurcher v ¢asti transplantatu
diferencovala charakteristickd trojvrstevna struktura mozeckové kiry. Tento jev pozorovali i
Sotelo a Alvarado-Mallart (1987b) u mysi pcd. Hecroth a spol. (1998) popsali u mutantt
Lurcher vytvoreni mozeckové struktury dokonce po aplikaci bunééné suspenze.

Interakce mezi transplantatem a tkani mozeCku hostitele mely podobu prortstani
nervovych vldken =z transplantditu a pfitomnosti fluoreskujicich, tedy z transplantatu
pochazejicich bunék avsak lokalizovanych mimo n¢j. Tyto interakce vSak byly pomérné chudé.
Vldkna vystupujici z transplantdtu probihala obvykle mélce a byla orientovana zhruba
paralelné s povrchem mozecku piijemce. Nezdalo se tedy, ze by sméfovala k hlubokym jadrim
mozecku, kterd jsou normalnim cilem axonti Purkynovych bunék. Tento néalez je ve shodé¢
s tvrzenim, Ze granularni vrstva pfedstavuje bariéru omezujici prinik vladken a bun¢k hloubé;ji
do mozecku, a to i u mutantii Lurcher, kde je zna¢né atrofickda (Dumesnil-Bousez a Sotelo,
1993). Tomey a Heckroth (1993) nalezli u ¢asti mysi typu Lurcher vldkna transplantovanych
bunék vrastajici do mozeckovych jader, avSak uvadéji, Ze nebylo mozné urcit, zda pochazeji
z bun¢k lokalizovanych v molekularni vrstvé nebo ulozenych hloubéji. Osidleni mozecku
prijemce bunikami pochazejicimi z transplantatu, které jsme pozorovali, bylo omezeno na jeho
nejblizsi okoli. Ve vétsi vzdalenosti jsme nalezli nejvyse jednotlivé bunky. Jejich znacna cast
méla ovalny nebo hruskovity tvar, vyrazny dendriticky strom a i svymi rozméry odpovidala
burikdm Purkynovym.

Skutecnost, ze transplantat neprortistal do mozkového kmene, ani kdyz s nim byl
v kontaktu velkou plochou, podporuje nazor, ze migrace bunék a proristani vlaken muze
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sméfovat jen do vhodné tkané a ze pohyb transplantovanych Purkynovych bun¢k smétuje
pifedev§im do molekularni vrstvy mozecCku (Alvarado-Mallart a Sotelo, 1993; Sotelo a
Alvarado-Mallart, 1987a; Sotelo a spol., 1990; Triarhou a spol., 1992).

Predpoklada se, ze prezivani a vyvoj transplantovanych embryonélnich nervovych i
kmenovych bunék do znacné miry zavisi na vlastnostech prostiedi, které je obklopuje, tedy na
typu a stavu tkané, do které byly aplikovany (Rossi a Cattaneo, 2002). Piezivani
transplantovanych buné¢k je naptiklad vyrazné horsi v prostfedi zménéném neurodegeneraci
nebo traumatem a v prostiedi, kde probihaji excitotoxické procesy (Macklis, 1993; Snyder a
spol., 1997). V mozecku mutantl typu Lurcher probih4 excitotoxickd apoptdza (Zuo a spol.,
1997), je zde chronicky zanét (Vogel a spol., 2007) a aplikace transplantatu téz zpusobi urcitou
traumatizaci tkan¢ ptijemce. Tyto faktory mohou negativné ovliviiovat osud transplantovanych
bun¢k u mysi Lurcher i s ohledem na vek ptijemce a tedy pokrocilost degenerativnich zmén. U
mutantli Lurcher se dale mohou uplatfiovat dva protichtidné vlivy. S pokracujici degeneraci
ubyva Purkynovych bun¢k. Tim se uvoliluje misto pro nové a mizi negativni plsobeni
hostitelskych Purkynovych bunék. Na druhou stranu, zaroven ubyvaji granuldrni burnky a
neurony dolni olivy, jejichz axony by zajistily aferentni inervaci transplantovanych
Purkynovych bunék, ktera ma troficky vliv (Tomey a Heckroth, 1993).

Vna$i studii neukdzala analyza prezivani a struktury solidniho mozeckového
transplantatu zjevné rozdily mezi mutanty Lurcher a zdravymi jedinci typu wild téhoz kmene.
Vyjimkou byl nélez ¢astéjsiho prorustani bun¢k nebo vldken z transplantatu u dospélych mysi
typu wild nez u dospélych mutanti. Ackoliv je srovnani pouze orientacni, zda se, Ze
patologicky zménéné prostfedi mozecCku mysi typu Lurcher nemé zcela zasadni vliv na osud
solidniho transplantatu.

Carletti a Rossi (2005) popisuji rozdily v diferenciaci embryondlnich bun¢k mozecku
aplikovanych ve formé suspenze u pcd mutantti a mysi typu wild, kdy u zdravych mysi tvotily
granularni buiky podstatné vétsi ¢ast z bunék odvozenych z transplantatu nez u mutanti pcd.
Heckroth a spol. (1998) nasli u 4 mysi typu wild, kterym aplikovali suspenzi embryondlnich
mozeCkovych bunék, jen omezeny prinik transplantovanych neurond do hostitelské tkane.
V téze praci pritom popisuji infiltraci molekularni vrstvy mutantti Lurcher transplantovanymi
buiikami (Heckroth a spol., 1998) a jejich nalezy jsou tedy v tomto sméru opacné nez nase.
Naproti tomu Triarhou a spol. (1987) udavaji, ze prostiedi hostitelského mozecku mutanti
nenarusuje preziti Purkynovych a granularnich bun¢k v solidnim mozeckovém transplantatu u
mysi typu pcd a weaver. Buiniky aplikované ve formé suspenze jsou v tésnéjSim kontaktu
s hostitelskou tkani nez buriky v solidnim transplantatu, ktery jsme pouzili i v nasi studii. Roli
tedy hraje i forma transplantatu a existuje nazor, ze pokusy se solidnimi transplantaty
neposkytuji dostate¢nou informaci o vlivu prostfedi hostitelského moze¢ku na smér
diferenciace transplantovanych bunck (Carletti a Rossi, 2005).

Mezi mladymi a dospélymi mutanty typu Lurcher jsme nezjistili rozdily v piezivani
transplantatu. U mladych mySi byla v transplantidtu castéji patrnd diferenciace vrstev
mozeckové kury 1 prorlstani transplantatu do hostitelské tkané nez u dospélych mysi Lurcher.
Moznou roli véku piijemce doklada také prace Ghettiho a spol. (1990), ktefi vsak u pcd mysi
zjistili, Ze prezivalo vice transplantovanych bunék, pokud byla transplantace provedena po
dokonceni degenerativniho procesu v mozecku piijemce, nez kdyz byla provedena jest¢ v dobe
probihajici degenerace. V tomto rozdilu mezi obéma typy mutantl miize hrat roli odlisny
pribéh degenerace Purkynovych bungk, ktera zacind u mysi Lurcher dfive.

Fyzicka aktivita neovlivnila pfezivani solidniho mozeCkového transplantitu a
nepodpoftila vyvoj charakteristické cerebelarni struktury ani jeho propojeni s hostitelskou tkani,
ackoliv v pfipad¢ striata toto udajné pozorovano bylo (Dobrossy a Dunnett, 2004, 2005).
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10.2.  Vliv nucené fyzické aktivity a transplantace na prostorovou orientaci v Morrisové
vodnim bludisti

Rozdil mezi neovlivnénymi mutanty Lurcher a mySmi typu wild ve schopnosti
dosdhnout ostriivku v Morrisové vodnim bludisti jsme ukazali jiz v dfive (Porras-Garcia a
spol., 2005). Soucasné pokusy potvrdily horsi schopnost uceni u mysi typu Lurcher a jsou ve
shod€ s poznatky o deficitu prostorové orientace u téchto mutant (Lalonde a spol., 1988).
Presto vSak u mysi Lurcher vSech experimentalnich skupin byla patrna jista schopnost uceni.

Rychlost plavani mysi typu Lurcher nebyla niz$i nez rychlost mysi wild. Obdobné
prumérna rychlost plavani mysi Lurcher srovnavanych skupin byla stejnd nebo dokonce nizsi u
skupiny zvifat s kratSimi latencemi. Proto rozdily v latencich nelze vysvétlit rtiznou rychlosti
plavéni a lze je spiSe pfipsat rozdilné schopnosti prostorového uceni, prostorové orientace nebo
visuomotorické koordinace.

Nucena fyzickd aktivita vyrazné¢ zlepsila vysledky dospélych mysi typu Lurcher
v Morrisové vodnim bludisti. Caston a spol. (1999) popsali zlepSeni schopnosti uceni u
mutantii Lurcher chovanych v obohaceném prostredi, které bylo pravidelné¢ obménovano, aby
byla udrZzovéana exploracni aktivita. Ménici se prostiedi mize trénovat prostorovou orientaci a
pamét a také stimulovat volni pohybovou aktivitu. V nasi studii jsme pouzili nucenou
pohybovou aktivitu, kterd mize byt standardizovana a kvantifikovana. Nucend aktivita je také
spojena se zménou prostredi (vyjmuti z chovné klece) a tzv. handlingem, 1 kdyz neptinasi tolik
novych podnéti a netrénuje prostorovou orientaci jako obohacené prostiedi. O to 1épe
umoziuje posuzovat vliv fyzické aktivity jako takové. Na rozdil od Castona a spol. (1999)
jsme k testu prostorového uceni pouzili bludisté se ¢tyfmi stiidajicimi se startovnimi pozicemi.
Diivodem bylo ulohu ztizit a zaroven potlacit idiotetickou navigaci.

Pozitivni efekt fyzické aktivity na schopnost prostorové orientace neni prekvapujici. Je
znamo, ze fyzicka aktivita a obohacené prostfedi mirni kognitivni deficit u riiznych mutantnich
zvifecich modeld nervovych onemocnéni (Huang a spol., 2006) a zvySuje hladinu BDNF
v mozku (Berchtold a spol., 2005; Vaynman a spol., 2006).

Naproti tomu transplantace embryonalni mozeckové tkan¢ méla na schopnost
prostorové orientace nevyrazny vliv. Dospélé mysi s pfezivajicim transplantatem dosahly
vyznamné 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
trénovand zvifata s prezivajicim transplantitem horsSich vysledkii nez trénovani kontrolni
mutanti. Nedoslo tedy ke vzdjemnému posileni ucinkd obou zplisobl ovlivnéni a jejich
kombinace se ukazala jako neti¢inna.

Pokud je o morfologii transplantatu, byl u velké cCasti zvitat ostfe ohranicCeny.
V ostatnich piipadech bylo sice patrné prortustani vlaken nebo migrace bun¢k z transplantatu
do okoli, avSak masivni kolonizace mozecku piijemce transplantovanymi Purkyiiovymi
burikami a vristani axont do oblasti mozeckovych jader nebyly pozorovany. Proto také nelze
piedpokladat vyrazné funkéni projevy dané ndhradou zaniklych Purkynovych bunék
transplantovanymi burikami, které by se zapojily do nervovych okruh pferuSenych
degenerativnim procesem. SpiSe je nutno uvazovat o nespecifickém trofickém piisobeni
embryonalni tkané podporujicim plasticitu mozku (Cendelin a spol., 2006, v tisku). Obdobné
vysvétluje mechanismus zlepSeni funkci poskozenych mozkovym infarktem po nasledné
transplantaci embryondlni tkané Mattsson a spol. (1997). Zaroven je nutno vzit v Givahu i
mozné negativni pusobeni transplantatu. V fad¢é ptipadi jsme pozorovali deformaci a stlaceni
mozecku piijemce transplantitem vétSich rozmért, ktery pfipominal neinvazivné rostouci
tumor, nebo naopak defekt v mozecku ptijemce v okoli drobného, pravdépodobné
rozpadajicitho se transplantidtu. Tyto negativni zmény mohly limitovat moznosti funkéniho
zlepseni daného tréninkem.
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Nalez urcitého, byt mirného zlepSeni v Morrisové bludisti po transplantaci je
podporovan zjisténim Barcala a spol. (v tisku), ktery u mysi pouzitych v této praci po skonceni
testu prostorového uceni vysettil dlouhodobou hipokampalni potenciaci. Zjistil vyznamné vyssi
uroven potenciace u trénovanych mysSi Lurcher s pfezivajicim transplantitem ve srovnani
s kontrolnimi mutanty. Toto zlepSeni by mohlo byt opét vysvétlovano trofickym plisobenim
embryonalni tkan¢ na mozek ptijemce, véetné 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 tkan¢ na prostorovou
orientaci u dospélych mysi typu Lurcher neméla transplantace u stejnych mysi prakticky zadny
vliv na motorické funkce (Cendelin a spol., 2006, v tisku). Tyto skute¢nosti ukazuji, ze piinos
aplikace solidniho embryonalniho mozeckového transplantditu 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 projevt ataxie (Triarhou a spol., 1995, 1996; Zhang a spol.,
1996; Kaemmerer a Low, 1999). V téchto studiich vsak byla aplikovana bunécna suspenze,
nikoliv solidni transplantat. Bylo by zajimavé zjistit, zda ma transplantace mozeckové tkané u
téchto modelu hereditarni ataxie také vliv na kognitivni funkce, a jaky je funkéni efekt aplikace
suspenze embryonalnich bunék mozecku mutantim Lurcher.

U mladych mysi Lurcher jsme nepozorovali pozitivni vliv transplantace, ani fyzické
aktivity na schopnost orientace v Morrisové bludisti. Mladi kontrolni mutanti vsak dosahovali
lepsich vysledkd nez dospéli. Zda se tedy, ze fyzicka aktivita mirnila deficit spojeny s vySSim
veékem, ktery nebyl pozorovan u mysi typu wild (Cendelin a spol., 2008). Pro ovéfeni této
hypotézy bude tfeba provést studii u n€kolika vékovych skupin mysi Lurcher i wild.

11. ZAVERY

1. Nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v pfezivani solidniho embryondlniho
mozeckového transplantatu mezi dospélymi mutanty typu Lurcher kmene B6CBA a
dospélymi jedinci typu wild téhoz kmene. Rovnéz nebyly rozdily v prezivani transplantatu
mezi mutanty Lurcher operovanymi v dospé€losti a mutanty operovanymi ve véku 12 az 18
dnii. Ve struktute transplantatu byly nalezeny mirmé rozdily mezi dospélymi zvitaty typu
wild a Lurcher a mezi mladymi a dospélymi mutanty Lurcher. Nucenou fyzickou aktivitou
piezivani transplantatu vyznamné ovlivnéno nebylo.

2. V obdobi 3 az 9 tydnt po transplantaci nedochézelo k rychlému zaniku transplantatu a jeho
vyskyt byl v tomto obdobi stabilni, i pies regresivni zmény patrné v nékterych ptipadech.

3. Potvrdili jsme niz$i schopnost prostorového uceni nebo orientace u mysi typu Lurcher
kmene B6CBA ve srovnani se zvifaty typu wild téhoz kmene. Pies tento deficit je u mysi
typu Lurcher zachovana urcita schopnost uc¢eni v Morrisoveé vodnim bludisti.

4. Nucend fyzicka aktivita vedla u dospélych mysi typu Lurcher kmene B6CBA
k vyznamnému zlepSeni schopnosti prostorové orientace v Morrisové vodnim bludisti.

5. Piinos aplikace solidniho embryonalniho mozeckového transplantatu byl u dospelych mysi
typu Lurcher, s ohledem na nedostate¢ny funkéni 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 uc¢inkti obou zpiisobti ovlivnéni a
transplantace v tomto pfipadé dokonce spise snizovala efekt tréninku.

6. U mladych mysi typu Lurcher kmene B6CBA nebyl zjistén vyznamny vliv transplantace ani
fyzické aktivity na schopnost prostorové orientace v Morrisoveé vodnim bludisti.

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 studie ontogenetického vyvoje prostorového uc¢eni u mutantii typu Lurcher véetné
sledovani moznosti jeho ovlivnéni.
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