UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
2. LEKARSKA FAKULTA

Klinika rehabilitace a té€lovychovného Iékatstvi

Bc. Lukas Krejci

I'Jéinky allopregnanolonu na motoriku
mlad’at laboratorniho potkana

Diplomova prace

Praha 2022



Autor prace: Be. Lukas Krejéi

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

Datum obhajoby: 2022



Bibliograficky zaznam

KREJCI, Lukas. Uginky allopregnanolonu na motoriku mlad’at laboratorniho potkana.
Praha: Univerzita Karlova, 2. Lékaiska fakulta, Klinika rehabilitace a t€lovychovného

1ékatstvi, 2022. 62 s. Vedouci diplomové prace prof. MUDr. Pavel Mares, DrSc.

Abstrakt

Allopregnanolon je typicky zastupce neurosteroidii. Muze vznikat syntézou de
novo piimo v CNS nebo jako metabolit progesteronu. Jedna se o alostericky modulator
GABAA receptor, diky ¢emuz ma anxiolytické, sedativni a antikonvulzivni ucinky.
Tato prace zkouma vliv allopregnanolonu (ALLO) na motoriku mlad’at laboratorniho
potkana. Vysledky budou slouzit jako referen¢ni studie k praci Terezy Kostalové
(2020), ktera zkoumala nové objeveny neuroaktivni steroid pregnanolonpyroglutamat
(PPG). Tento exogenni steroid, syntetizovany v Ustavu organické chemie a biochemie
Akademie véd Ceské republiky (UOCHB AV CR), nabizi potencialni vyuziti v 16¢bé
epilepsii. Nasim cilem bylo po aplikaci allopregnanolonu provést stejnou baterii
motorickych testil jako srovnéni, v jaké mite a jakym zpisobem tyto dvé latky akutné
ovlivni motoricky projev mladéte potkana. V teoretické casti diplomové prace jsou
popsany fyziologické mechanizmy neurosteroidii v lidském téle a jejich potencial
v 1é¢be zavaznych onemocnéni, zvlast epilepsii. Dale je popsan ontogeneticky vyvoj
motoriky potkana a porovnani s clovékem. Metodika popisuje vybér a zpiisob provedeni
motorickych testl. Ve specidlni ¢asti jsou uvedeny vysledky testovani, které prokazaly
vyrazng¢j$i vedlejsi ucinky ALLO na motoriku mlad’at potkana v porovnani s PPG, ktery

se tak jevi jako vice vhodna ucinna latka v 1é€be¢ détskych epilepsii.
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Abstract

Allopregnanolone is a typical representative of neurosteroids. It can be formed
by de novo synthesis directly in the CNS or as a metabolite of progesterone. It is an
allosteric modulator of GABA 4 receptors, due to which it has anxiolytic, sedative and
anticonvulsant effects. This work investigates the effect of allopregnanolone (ALLO) on
the locomotor skills of laboratory rat pups. The results will serve as a reference study
for the work of Tereza Kostalova (2020), who investigated the newly discovered
neuroactive steroid pregnanolone pyroglutamate (PPG). This exogenous steroid,
synthesized at the Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the Academy of
Sciences of the Czech Republic (IOCB PRAGUE), offers potential use in the treatment
of epilepsy. Our goal was to perform the same battery of motor tests after the
application of allopregnanolone as a comparison, to what extent and in what way these
two substances acutely affect the motor performance of the rat pup. The theoretical part
of the thesis describes the physiological mechanisms of neurosteroids in the human
body and their potential in the treatment of serious diseases, especially epilepsy. Next,
the ontogenetic development of the rat's motor skills is described and compared to
humans. The methodology describes the selection and method of performing motor
tests. In a special section, the results of testing are presented, which demonstrated more
pronounced side effects of ALLO on the motor skills of young rats compared to PPG,

which thus appears to be a more suitable active substance in the treatment of childhood

epilepsy.
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UvVOoD

Téma své diplomové prace jsem si vybral diky moznosti zapojit se do
praktickych pokusii a vyzkouset si béhem magisterského programu fyzioterapie ti€ast ve
védecké ¢innosti v oblasti neurofyziologie.

Ackoliv je analytické posilovani jednotlivych svalli, oSetfeni konkrétniho kloubu
nebo povoleni fascie velmi dilezitym elementem celostniho pfistupu k terapii
pohybového aparatu, moderni 1écebné metody fyzioterapie se zaCinaji presouvat vyse,
do naseho mozku. Odtud prameni nejen motivace k pohybu, ale také zptisoby, jakym
dané pohybové vzorce provadime. Jako ptiklad miizeme uvést Vojtovu metodu nebo
koncept DNS, ktery se za¢ind vyucovat napti¢ celym svétem. I pies vyznamné pokroky
nesta¢i v mnoha piipadech pouze postupy manuélni mediciny a je potieba piistoupovat
k problematice komplexnég, véetné mozného vyuziti farmakoterapie.

Neurosteroidy jsou v poslednich letech hojné€ studovany pro své mozné pouziti
v 1écbé nekterych onemocnéni (postnatdlni deprese, neuroendokrinni onemocnéni,
epilepsie). Praveé rizné druhy epilepsii jsou v mnoha ptipadech problematické pro svoji
rezistenci k pouzivanym antiepileptickym 1é¢ivim. Z toho diivodu se zkoumaji stale
nove latky, které by se mohly pouZit v terapii a nemély by vyrazné nezadouci vedlejsi
ucinky, naptiklad na motoriku.

Tato prace zkouma vliv typického neurosteroidu na motoriku mléd’at
laboratorniho potkana a byla vypracovdna jako referen¢ni studie k diplomové praci
Terezy Kostalové (2020), kterd zkoumala nové objeveny neuroaktivni steroid se
slibnymi vysledky.

V teoretické Casti budou predstaveny neurosteroidy, neuroaktivni steroidy a
jejich vyuziti v mediciné a ontogeneze potkana pro srovnani s motorickym vyvojem
cloveéka. V metodice jsou popsany provedené motorické testy.

Ve specialni ¢asti jsou popsany vysledky testll, diskuze a srovnani s vysledky

jinych studii. Prace je zakon€ena zdvérem se shrnutim dosazenych vysledkd.
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1 VLIV NEUROSTEROIDU NA CNS

V prvni fad¢ je dulezité upozornit, Zze neurosteroidy (NS) jsou podskupinou
neuroaktivnich steroidd, které se pfirozené¢ vyskytuji v centradlni nervové soustave
(Bic¢ikova a Hampl, 2007). Jsou tedy steroidy endogennimi, kdezto neuroaktivni
steroidy by pattily mezi ty steroidy exogenni.

Efekt steroidii na excitabilitu CNS poprvé objevil Selye vroce 1941 pii
zkoumani anestetickych u¢ink. Mechanizmus byl popsan az v roce 1984 (Harrison a
Simmonds, 1984). Termin neurosteroidy (NS) poprvé pouzil Baulie (1981) k popisu
steroidi akumulovanych v CNS syntézou de novo nebo ze sterolovych prekurzorti
z perifernich endogennich zlaz (Baulieu, 1997). ,Neuroaktivni steroidy” jsou dnes
pouzivany pro synteticky vytvorené neurosteroidy.(Dorda et al., 2001).

NS se vyznaCuji rychlymi ucinky, coz je dano jejich negenomovym
mechanizmem plsobeni. Svymi interakcemi na nékolika typech receptori ovliviuyi
propustnost iontovych kanalu a tim alteruji neurdlni excitabilitu (Bic¢ikova a Hampl,

2007).

1.1 Klasifikace

Kromé plsobeni v CNS, se zde mohou i tvofit. Bud’ se syntetizuji de novo
z cholesterolu, nebo z prekurzort, které pochazi z klasickych steroidogennich tkani
(gonady, nadledviny, placenta) a piekonali hematoencefalickou bariéru (Bicikova a
Hampl, 2007).

NS mitizeme na zaklad¢ struktury rozdélit do tfi skupin: derivaty pregnanu
(allopregnanolon, alloterahydroxycorticosteron), androstanu (androstenediol,
etiocolanon) a sulfatované neurosteroidy (pregnenolon sulfat, dehydroepiandrosteron
suldat). Dale se mohou délit podle funkce na excita¢ni nebo inhibi¢ni (Tolety, 2019).

Inhibi¢ni steroidy pasobi inhibi¢né na neurotransmisi jako pozitivni alosterické
modulatory GABA-A receptorit (hlavné na izoformy obsahujici podjednotku d), ¢cimz
vyvolavaji fadu ucinkd (antidepresivni, anxiolytické, antiagresivni, prosexualni a
sedativni ucinky). Dale podporuji spanek, kognitivni a pamétové poruchy (Frye, 2009).
V neposledni tfadé je potieba uvést anestetické, antikonvulzivni, neuroprotektivni a

neurogenni Uucinky (Patte-Mensah, 2014). Miizeme mezi n¢ zaradit allopregnanolon,
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eltanolon, tetrahydrodeoxykortikosteron (THDOC), androstan 3a-androstanediol a dalsi
(Hénin, 2014).

Excitacni NS maji logicky opacny (excitacni) vliv na neurotransmisi. Plsobi
jako negativny alosterické modulatory GABA-A receptori. Déle maji vliv na NMDA
receptory  (N-metyl-D-aspartdt receptor) nebo oj-receptory. VéEtSinou  maji
antidepresivni, anxiogenni, kognitivni a pamé&t’ zlepSujici, konvulzivni, neuriprotektivni
a neurogenni U¢inky (Reddy, 2010). Mezi hlavni excitani NS fadime pregnenolon
sulfat (PS), epipregnanolon, isopregnanolon. Ddale androstany dehydroepiandrosteron
(DHEA) a jeho sulfatovanou formu dehydroepiandrosteron sulfat (DHEA-S).

Déle se do funk¢niho déleni tadi feromony. Jedna se o neurosteroidy, které
prostiednictvim aktivace vomeronazalnich receptorovych bunék ovliviiuji mozkovou
aktivitu, zejména funkci hypotalamu (Hawkes, 2009). Patfi sem androstany
(androstadienol, androstadienon, androstenol,...).

Mezi ,,0ostatni neurosteroidy” bychom mohli zafadit pregnenolon, progesteron,
estradiol a kortikosteron. Na rozdil od vyse zminénych vSak nemoduluji receptory
GABA-A nebo NMDA, ale jiné receptorové struktury na bunéném povrchu. Dalsi
zastupci z endogennich steroidt (DHEA, testosteron) se téz podileji pies metabolické

drahy na finalni mnoZstvi NS v mozku, jedna se tak o tzv. ,,proneurosteroidy* (Thomas,

2012).

1.2 Biosyntéza neurosteroidi

NS jsou metabolity steroidnich hormonii progesteronu, deoxykortikosteronu
(DOC) a testosteronu. Steroidni prekurzory jsou vyrabény v gonddach, nadledvinach a
placenté. Allopregnanolon, THDOC a androstanediol vznikaji sekvencni redukci
ptvodniho steroidu klicovymi enzymy Sa-reduktizou a 3oa-hydroxysteroid
oxidoreduktazou (3a0-HSOR). Konverzni kroky probihaji v perifernich tkanich
(reprodukéni  endokrinni tkané, jatra, kuze), které disponuji dvéma redukénimi
aktivitami (Do Rego, 2009).

Tim, Ze jsou NS lipofilni, velmi snadno pronikaji hematoencefalickou bariérou
(HEB) a akumulaci v mozku ovliviiuji fadu funkci (Schumacher, 2004).

Zajimavym zji$ténim bylo, Ze enzymy potiebné pro syntézu NS, byly nalezeny
jak v neuronech mozku, tak gliovych buiikdch (Do Rego, 2009, Mensah — Nyagan et al.,
1999, Petratos et al., 2000, Stoffel-Wagner et al., 2000). U lidi byla Sa-reduktiza a 3a-
HSOR nalezena v neokortexu a subkortikalni bilé hmot¢ a také v tkanich hypokampu.

10
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Potvrzuje se tim, Ze NS mohou byt syntetizovany ptimo v cilovych oblastech CNS ze
svych pavodnich hormonalnich prekurzort. Aktivita 3a-HSOR je vétsi nez aktivita So-
reduktazy, ¢imz se stavd rychlost redukce Sa-reduktizou limitujicim faktorem ve

vysledném mnoZstvi syntetizovanych NS (Do Rego, 2009).

Progesterone Deoxycorticosterone Testosterone
l 50-Heductase l 50-Reductase lﬁa-ﬁeduc?ase l Aromatase
Dihydro-Prog Dihydro-DOC Difydro-Test Estradiol
3u-HSOR 3u-HSOR 3u-HSOR
I: NMDA or
Allopregnanolone THDOC Androsfanediol othar iors
I GABA-A receplors |
l v l v
Seizure susceptibility Cognition
Anxiety, stress Alzheimer’s disease
Depression Seizures

Obrazek 1. Schéma syntézy NS v mozku a jejich dopad na mozkové funkce
(Do Rego, 2009)

Cholester
o g THSD o SeHSOR
s Pl p e SHISD Sy SN
P1e9nenoloue—l' bydroyy ——> Doy 0y - " Senedil
Preszencly epiandrosterone stenedione g@g};@ resmstemne el
SHESD
1 -
St-reductase Se-HSOR
Progeteone » Diliydroprogesterone ——————— Allopregnanolone
CYP450c21
CYPID
1 Su-reductase So-HSOR
Deoxycorticosterone  Dilydio DOC ¥ Tetrdhydro DOC

Obrazek 2. Schéma syntézy NS. U Sipek jsou uvedeny klicové enzymy
(Tolety, 2003)

Pocate¢nim krokem neurosteroidogeneze je pireména cholesterolu na
pregnenolon (viz obrazek 2) pomoci enzymu cytochromu P450, ktery §tépi boc¢ni

fetézce cholesterolu (CYP450scc) a je exprimovan v neuronalnich bunkach a

11
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astrocytech. 13 pregnenolon je déale konvertovan na progesteron 3fB-hydroxysteroid
dehydrogenazou (HSD). Progesteron je potom pifeménén pomoci dvou jiz zminénych
reduktdz (Sa-reduktaza, 30-HSOR) na allopregnanolon. Progesteron se téz preménuje
na DOC enzymem CYP2D, dale je redukovan na dihydroDOC pomoci So-reduktazy a
pudobenim 3a-HSOR vznikda THDOC (Tolety, 2003).

Na tizeni neurosteroidogeneze ma vliv transloka¢ni protein — 18KDa, ktery je na
vnéjSi mitochondridlni membrané. Je znadm jako periferni nebo mitochondridlni
benzodiazepinovy receptor. Nyni se vi, ze podporuje transport cholesterolu pies

membrany mitochondrie, cozZ se projevi v syntéze NS (Reddy, 2012).

1.3 Mechanizmus uc¢inku

Ve studiich se prokézalo, Ze akutni G€¢inky NS nejsou zplisobeny mechanizmy
jako u béznych steroidi, tedy vlivem na genovou transkripci. AvSak u chronickych
ucinkd ptisobi jak negenomické, tak i pro steroidy typické genomické mechanizmy. Pro
vliv na intracelularni steroidni receptory musi byt ale pfedtim metabolicky pfeménény
na klasické steroidy. Celkové jsou NS na intraceluldrnich receptorech neaktivni
(Rupprecht et al., 1993).

Rychlé ucinky NS jsou déany interakcemi s neurondlnimi membranovymi
receptory a iontovymi kanaly, coz vyvraci principy klasickych steroidi, které vykazuji
ucinky az po delsi dobé. Rupprecht et al. ve studiich (1993, 1996) potvrzuje nizkou
afinitu NS k jadernym receptorim steroidnich hormoni, 1 kdyZ se na n€ mohou po
oxidaci 3a-hydroxylové skupiny vazat. Reddy déale v nékolika studiich blokovanim
progesteronovych receptori dokazal, Ze klasicky steroidni receptor neni nutny
k vyvolani sedativnich, anxiolytickych nebo antikonvulzivnich U¢inkd progesteronu
(Reddy, 2010).

Kone¢né bylo prokédzano, Ze neurosteroidy pfimo moduluji aktivitu ligandem

fizenych iontovych kandll, zejména receptorit GABA-A (Lambert et al., 2003).

1.4 GABA-A receptory

Receptory GABA-A jsou hlavnimi cilovymi strukturami NS. Mohou byt
regulovany jak pozitivné, tak negativné na zakladé chemické stavby konkrétniho
steroidu (Reddy, 2003).

Tento podtyp rodiny GABA receptorii zprostiedkovava vétSinu synaptické

inhibice v CNS. Strukturné se jednd o heteropentamery s péti proteinovymi

12
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podjednotkami, které dohromady tvofi kandl pro chloridové ionty. Existuji 7 podtypt,
které se od sebe liSi riznym zastoupenim jednotlivych proteinovych podjednotek.
Vétsina receptorit GABA-A se sklada z a, B a y nebo & podjednotky (viz obrazek 3).
GABA aktivuji kandl a proudénim chloridovych ionti do bun€k dojde k hyperpolarizaci
(Reddy, 2003).

neurosteroids

ethanol L.
crd barbiturates

Obrazek 3. GABA-A receptor (podtyp s v podjednotkou)
s priklady latek, ovlivijici propustnost iontového kanalu
pro chloridové ionty (pievzato z flipper.diff.org)

GABA-A  receptory  zabraiuji  depolarizaci  produkované  excitacni
neurotransmisi. Existuji dva typy inhibi¢ni neurotransmise zpiisobené témito receptory:
synapticka (fazickd) a extrasynapticka (tonickd) inhibice. NS moduluji oba typy a tim
potencuji jak fazickeé, tak tonické proudy. Fazicka inhibice je vysledkem vazby na y2
podjednotku intermitentnim vyplavovanim vysokych davek GABA z nesynaptickych
zakonceni. Tonicka inhibice je zprostiedkovana kontinudlni aktivaci receptoru ptes
vazbu na & podjednotku nizkymi hladinami GABA (viz obrazek 4). d-podjednotka se
nachazi na dendritech granularnich bunék gyrus dentatus hippocampu a propujcuje
dilezité¢ funkcni charakteristiky receptorim GABA-A. Synaptické receptory jsou
periodicky aktivovany malymi koncentracemi GABA, kterd se uvoliiuje z axont
GABAergnich interneuront. Extrasynaptické receptory GABA-A jsou aktivovany
molekulami GABA, které unikly systému zpétného vychytdvani transportéry. Tonicka
inhibice hraje jedine¢nou roli pifi kontrole excitability hippocampu ,nastavenim®

zakladni drézdivosti (Reddy, 2003).
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Binding sites
GABA & GABA
neuron @& Benzodiazapines [ (+): Allopregnanolone
THDOC
¢ Neurosteroids Androstanediol
A Barbiturates (<): Pregnenolone sulfate
DHEA/DHEAS

Extracellular

Intracellular

Postsynaptic GABA, Extrasynaptic GABA,
cl receptor cr receptor
Phasic inhibition Tonic inhibition

Obrazek 4. Znazornéni rozdilu mezi synaptickym (vlevo) a extrasynaptickym (vpravo)
receptorem GABA-A. Dale jsou znazornény vazebna mista pro ¢etné molekuly, véetné NS, které
se daji rozdé€lit na pozitvni a negativni modulatory (Cai, 2018).

Neurosteroidy jako allopregnanolon (ALLO), THDOC a androsanediol jsou
silné¢ pozitivni alosterické moduldtory GABA-A receptord. Vazou se na mista
podjednotek a a B. Predpoklada se, ze jde o jind vazebnd mista nez v ptipad¢ barbiturati
¢1 benzodiazepini. Vysledny efekt spociva v navySeni pravdépodobnosti otevieni
kanalu, tedy ve vysledku del$i doby otevieni. Kanalem proudi vice chloridovych iontt,
coz vede ke snizeni drazdivosti neuronu (Reddy, 2003).

Predpoklada se, Ze receptory obsahuji vice mist pro agonistu GABA a vykazuji
bud pozitivni nebo negativni vysledny efekt daného modulétoru. Nedavné studie
ukazaly existenci az tfi vazebnych mist NS na receptoru. Jedno pro alostericky efekt
ALLO, dalsi pro ptimou aktivaci ALLO a tfeti pro antagonisticky efekt sulfatovanych
NS jako je pregnanolon sulfat (Hosie, 2007).

Pozitivni alosterické ptusobeni NS na GABA-A vnizkych koncentracich
(nanomoly) bylo potvrzeno v elektrofyziologickych studiich. Hladiny NS tedy
kontinualn¢ moduluji frekvenci receptorit GABA-A (Dhir, 2012).

NS mohou modulovat vétSinu izoforem GABA-A receptord. Benzodiazepiny

napiiklad jen ty, které obsahuji y2-podjednotku a postradaji a4 nebo a6-podjednotku.
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Obecné plati, ze specificka y-podjednotka muize ovlivilovat vysledny efekt NS na
modulaci. (Lambert, 2003).

Ukazalo se, ze d-podjednotky zptsobuji vétsi citlivost k ovlivnéni receptori
pravé neurosteroidy. Pokusy u mysi, které postradaji d-podjednotky, ukézaly velky
pokles senzitivity receptori na poddni NS (Mihalek, 1999). Zd4 se, Ze tyto podjednotky
nemaji vztah ptfimo k vazbé NS na receptor, ale zvySuji u€inky NS, pokud dojde k jeho
navazani. Ackoliv md GABA vyznamnou afinitu k receptoru, nevykazuje pfili§ vysokou
vnitini aktivitu (,,efficacy®). Tim, Ze se v okoli receptoru nachazeji NS v kombinaci
s pfitomnou d-podjednotkou, i ptes jiz nasaturované receptory, miize dojit ve vysledku
k vyznamnému ovlivnéni iontového kanalu (Glykys, 2007).

Pti vysokych koncentracich (>10uM) jsou NS schopny aktivovat kanaly
receptorit 1 v nepfitomnosti GABA. V tomto mnozstvi odpovidaji farmakodynamicky
NS spiSe barbituratim. Tyto pfimé ucinky maji farmakologicky vyznam u exogenné
podavanych NS. Vtomto pfipadé se nedd fict jakd je mira efektu mechanizmu
vychézejici z nizkych koncentraci NS (Dhir, 2012, Reddy, 2002).

Sulfatové neurosteroidy maji inhibi¢ni G¢inky na GABA-A (Akk, 2001). Patii
sem pregnanolon sulfat (PAS) a DHEAS. Tyto NS blokuji receptory pii nizkych
mikromolarnich koncentraci plisobenim nekompetitivnim antagonismem na rozdilnych
vazebnych mistech nez ALLO a THDOC (Dorota Majewska, 1987). Vazbou na
receptory vyvolaji snizeni frekvence otevirdni kanalu, ackoliv pfesny mechanizmus

blokady neni zndm (Akk, 2001).

1.5 NMDA receptory

Dalsi ze struktur, kde se mohou uplatnit NS, jsou glutamatové receptory typu
NMDA (N-methly-D-aspartat). V porovnani s GABA receptory nejsou mechanizmy NS
s NMDA receptory tolik prozkoumény. Nebylo zatim pfesné identifikovdno vazebné
misto (Compagnone, 2000).

NMDA receptory jsou iontové kandly, které po navdzani glutamatu a glycinu
propousti Na* a Ca®" do buiiky a K* z buriky. Jednd se o heteromerni komplexy, slozené
z NR1, NR2A-D a/nebo NR3A-B podjednotek. Podjednotky jsou vzdy topologicky
stejn¢ orientované - extracelularni N-konec, 4 membranové domény (M1-4) tvofici
transmembranové (v piipadé¢ M2 intracelularni) vratné kli¢ky a intracelularni C-konec

(Sobolevsky, 2009).
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Podjednotky NMDA receptoru tetramerni komplex, na kterém se vyskytuji 2
vazebnd mista pro glutamat a NMDA (NR2 podjednotka) a 2 mista pro glycin v ptipade
NR1 podjednotky (Krausova, 2010).

[ NMDA receptor ]

Neurosteroids
Na* C’_-a‘?"
Glutamate 94
o 4Glycine

extracellular ~ NR2Y JNR1

-
(LLXE
i)
- kr b 01
h,
1)
'

Obrazek 5. NMDA receptor. Znazornény jsou stavebni
podjednotky (NR1, NR2), tok iontd, latky ovliviiujici aktivaci
receptoru. Receptor vyzaduje 2 molekuly glutamatu nebo
aspartatu a dvé molekuly glycinu. NS obsazuji alosterické misto
(Tsutsui, 2016)

NMDA receptory disponuji dvéma misty pro alosterickou modulaci pomoci NS.
Jedno zprostfedkovava ucinky pozitivnich moduléator, druhé negativnich. Sulfatové
neurosteroidy PS a DHEAS se ukazaly jako silné alosterické agonisty na receptorovém
komplexu NMDA (Wu et al., 1991).

Mezi endogenni s inhibi¢nim vlivem na NMDA receptory patii 3a5pS -
pregnanolon sulfat (PAS), ktery ovliviluyje 1 GABA-A, AMPA nebo kainatové
receptory. K tomu, aby se PAS navézal, musi byt pfitomna molekula glutamatu (use-
dependentni antagonista), ale na druhou stranu neni zavisly na membranovém
potencialu (voltage-independentni). PAS zmensuje pravdépodobnost otevieni iontového
kandlu, tudiz frekvence a doba otevieni je sniZzena, coZ ma vysledny negativni vliv
(Chvojkova, 2013).

Tonicky aktivované NMDA receptory jsou ovlivnény vice nez fazicky
aktivované receptory na synapsich (synaptické NMDAr). Je to dano use-dependentnim
pusobenim PAS a farmakokinetickymi vlastnostmi. Tento princip je dilezity pro mozné

klinické vyuziti NS v momentech excitotoxicity zvySenym mnozstvim extraceluldrniho
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glutamatu. NS by znamenali efektivni omezeni patologické aktivace NMDA receptord,
aniZ by ovlivnili synapticky pfenos (Chvojkova, 2013).

Mezi zéstupce s potenciacnim ucinkem patii DHEAS nebo pregnenolon sulfat
(PS), u kterého byl zjistén i1 inhibi¢ni vliv na AMPA, kinatové receptory, GABA-A a
glycinové receptory (Wu et al., 1991).

V posledni dob¢ se ukazuje, ze PS nema jednoznaény efekt. Vyslednd modulace
zalezi na zastoupeni jednotlivych podjednotek NMDA receptoru. Zatimco receptory
s NRC2 a NR2D inhibuje, tak receptory s NR2A nebo NR2B potencuje. Pozitivni a
negativni alostericky efekt je nejspiSe dan rliznymi alosterickymi vazebnymi misty pro
NS jednotlivych podjednotek. Piedpoklada se, Zze inhibi¢ni vazebné misto by mohlo byt
shodné s vazebnym mistem pro 3a5BS (Horak, 2006).

Jedna zpotencidlnich syntetickych latek je pregnanolon glutamat (PG),
vyrobeny v Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky.
Jedna se o analog 3a5BS, u kterého je sulfatova skupina na C3 nahrazena glutamatem,
¢imz se zlepsil prestup pres HEB. Dalsi vyhodou je, Zze nepodlehd deaktivaci
steroidnimi sulfohydroldzami. Podobné¢ jako 3a5BS blokuje tonicky aktivované NMDA

receptory a ma neuroprotektivni ucinky (Rambousek et al., 2011).

1.6 Ostatni receptory

Mezi dal$i receptory, s kterymi interaguji NS, jsou podle farmakologickych
studii receptory o. Jednd se o rodinu receptorti vyskytujici se hojné pravé v mozku.
Z NS muzeme jmenovat DHEAS, pregnenolon a PS, pficemz DHEAS a PS se chovaly
jako agonisté a progesteron jako antagonista. DHEAS potencuje, zatimco PS inhibuje
NMDA -indukovany norepinefrin a oba jsou citlivé na antagonisty o receptoru. Uéinky
PS a DHEAS na ol receptory mohou byt zakladem presynaptického ucinku
indukujiciho uvoliiovani glutamatu (Reddy, 2010).

Sigma receptory byly identifikovany relativné nedavno. Zmeény ve funkci nebo
jejich zastoupeni v CNS se jevi jako dalSi moZnost v 1é¢bé neurologickych onemocnéni
jako je napiiklad epilepsie, amyotrofickd lateradlni skler6za (ALS), Parkinsonova,

Alzheimerova nebo Hungtingtonova choroba (Piechal, 2021).
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1.7 Moznosti neurosteroidu v 1é¢bé

NS vychazejici z 3a-hydroxy-pregnanu, jako je ALLO, pregnenolon a THDOC,
maji sedativni, anxiolytické a antikonvulzivni uCinky. PS a DHEAS jsou naopak
excitacni a zlepSuji pamét’ a plisobni proti izkostem. Neuroaktivni steroidy (exogenni
steroidy) se syntetizuji pro lepsi farmakokinetické vlastnosti a stale se vymysleji nové
derivaty pro vyssi ucinnost a snizeni vedlejSich nezadoucich Uc¢ink. I mezi nimi
najdeme derivaty pro sedativni a anxiolytické UCinky (minaxolony), dale anestetické

(alfaxolon) nebo antiepileptické (Reddy, 2010).

Neurosteroid Pharmacological actions Mechanism of action

Potentiation of GABA-A receptor

Allopregnanolone Sedative-hypnotic funetion

Anxiolytic, anticonvulsant

Antistress, neuroprotection

Potentiation of GABA-A receptor

THDOC Sedative-hypnotic ot

Anxiolytic, anticonvulsant

Antistress, neuroprotection

Potentiation of GABA-A receptor

Androstanediol Anxiolytic, anticonvulsant .
: function
Pregnenolone sulfate Anxiogenic, proconvulsant Inhibition of GABA-A receptor function
Memory-enhancing, neuroprotection Enhanced NMDA receptor function
Dehydroepiandrosterone sulfate Anxiogenic, proconvulsant Inhibition of GABA-A receptor function
Memory enhancing Enhanced NMDA receptor function
Neurogenesis, neuroprotection Antiglucocorticoid action

Tabulka 1. Farmakologické vlastnosti a mechanismy Géinku zékladnich NS (Reddy, 2010)

1.7.1 Epilepsie

Epilepsie je onemocnéni CNS, pii kterém se objevuje abnormalni mozkova
aktivita, ktera vyusti v zachvaty, neobvyklé¢ chovani nebo pocity a v neposledni tadé
ztraté védomi. Pfiznaky mohou byt pestré. Nékteti lidé nepfitomné ziraji, ujinych se
objevuji tonicko-klonické zachvaty hornimi i dolnimi koncetinami, které jsou
v povédomi lidi, kdyz se tekne epilepsie, nejroziifencjsi. Lidé si Casto neuvédomi, ze
jediny zachvat automaticky neznamend, Ze dand osoba trpi timto onemocnénim.
K diagnoze epilepsie jsou obecné vyzadovany alespoit 2 zéachvaty bez znédmého
spoustéce, které maji mezi sebou odstup alespoil 24 hodin. Lécebné postupy mohou byt

chirurgické nebo 1ékové.
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Rizikovou skupinou jsou détsti pacienti. DéEtské epilepsie se od onemocnéni
dospélych 1isi. U dospé€lych pacienti jsou typické symptomatické epilepsie nadorove,
traumatické nebo cévni etiologie. U déti prevladaji vrozené poruchy kortikalniho
vyvoje, genetické mutace nebo perinatalni poSkozeni mozku (Kostalova, 2020).

Problémem se onemocnéni stavd, pokud je farmakorezistentni k znamym
1é¢iviim a to dokonce 1 pii kombinované dvojterapii. Proto se v dneSni dob¢ zacina
zkoumat vice preparatl, které by byly farmakokineticky vhodnymi kandidaty bez
vedlejSich zavaznych ucinki, naptiklad na vyvoj motoriky, cozZ je pfedmétem zkoumani
této diplomové prace.

Neurosteroidy a jejich syntetickda analoga (neuroaktivni steroidy) jsou cilem
mnoha studii pro svoje antikonvulzivni G¢inky. V mnoha zvifecich modelech, pfi
kterych se vyvolavaly zachvaty rliznymi podnéty jako aplikace pilokarpinu nebo
pentetrazolem (Mare$ et al., 2006), se nckteré neurosteroidy jevi jako vyznamna
antikonvulziva. Ddle se zkoumaly ucinky NS na zachvaty zplsobené z vysazeni
kokainu, etanolu, diazepamu nebo samotnych neurosteroidii (Devaud et al., 1996,
Reddy a Rogawski, 2001, Tsuda et al., 1997). Ve velmi vysokych davkéach jsou NS
ucinné i pred elektricky vyvoldvanymi Soky u mysi (Reddy, 2010).

Ackoli se pfirodni neurosteroidy zdaji jako slibné substance v 1é€bé, jsou zde
urcité piekdzky komplikujici klinické pouziti. Typicky zastupce endogennich NS
allopregnanolon ma naptiklad velmi kratkou biologickou dostupnost z divodu rychlé
inaktivace a eliminace konjugaci glukuronidu nebo sulfatu na 3a-hydroxylové skupiné.
Déle miize byt uvedena hydroxylova skupina oxidovana na keton, ¢imz se obnovi
aktivita na receptorech steroidnich hormont (Rupprecht, 1993).

Z téchto diivodu se lidé snazi najit vhodné syntetické analogické latky, které by
mély vyhodné farmakologické vlastnosti a nabidly moznosti 1é€by raznych
onemocnéni, vcetné epilepsie. Ganaxolon (3a-hydroxy-3p-methyl-5a-pregnan-20-on),
3B-methyl analog ALLO ma dobré farmakokinetické vlastnosti a stejn¢ jako ALLO je
pozitivnim alosterickym modulatorem GABA-A receptorti a je i¢innym antikolvuzivem
pii penetrazolem (PTZ) vyvolanymi zachvaty (Reddy, 2010).

Prtkaz antikonvulzivnich uc¢inku NS prokazal i Mares et al. (2006), konkrétné
byl pouzit ALLO na PTZ vyvolané zachvaty. Vysledky ukazaly, ze ALLO snizil

incidenci zachvatu a to predev§im u mladsSich mlad’at (P12).
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1.7.2 Katamenidalni epilepsie

Katamenialni epilepsie je onemocnéni, pii kterém zeny trpi zachvaty vazané na
konkrétni dobu menstrua¢niho cyklu a postihuje az 60% zen s epilepsii. Casto tyto
epilepsie byvaji farmakorezistentni. Zachvaty se pocitaji v kazdé fazi cyklu a pak se
stanovi diagnoza. Existuji 3 vzorce katamenidlni epilepsie: perimenstruacni,
periovulaéni a neadekvatni katamenidlni zachvaty v lutealni fazi. Perimenstruacni patii
mezi nejcastéjs$i. V soucasné dob¢ neexistuje zadna medikamentozni cilena 1éCba na
menstruacni epilepsie (Reddy, 2010).

Ukazuje se, ze na vyskyt téchto zachvati ma vliv n¢kolik mechanizmt jako
kolisani hladin antiepileptik, zmé&ny rovnovahy vody a elektrolytl a fyziologické zmény
hladin hormonii béhem menstrua¢niho cyklu. Bylo dokazano, Ze endogenni NS
(adrenalni steroidni hormony a cirkulujici androgeny) podstatné ovliviiuji nachylnost
k zachvatim (Reddy, 2009). Vysvétleno je to snizenou hladinou progesteronu
(antikonvulzivni hormon) v perimentruacnim obdobi, kde dochdzi k nejcastéjsi
exacerbaci onemocnéni. Dale se vysazenim progesteronu nebo ALLO dokazala zvysena
nachylnost k zachvatim. Je to dano zvySenou expresi o4-podjednotky receptoru
GABA-A, coz je molekularni signal pro zvySenou neuronélni excitabilitu (Smith, 1998).
Dalsi studie zkoumaly vysadit NS. Dochazelo kzvySené nachylnosti
chemokonvulzivnich zachvat, snizené ti¢innosti benzodiazepinii a valproatu, ale zvysil
se antikonvulzivni efekt aplikovanych NS (Reddy, 2010).

Konvenéni antiepileptika nejsou pfili§ G€innd. Hormonalni latky jako
progesteron nebo NS se jevi jako vhodni kandidati raciondlni terapie. Pfestoze je
progesteron ve studiich sniZzenim zachvatnosti uspéSny, ma vedlejsi nezadouci
hormonalni Uc€inky. Syntetické neuroaktivni sterodiy by mohli byt moznosti, jak se
vyhnout nezddoucim vedlejSim ucinkiim. Jednim ze slibnych piipravka je Ganaxolon

(viz diskuze).

1.7.3 Uzkost

NS hraji roli i v etiologii tzkosti. U ALLO, THDOC ¢i progesteronu byly
prokézany anxiolytické ucinky. Poddvani progesteronu vyvolalo sedativni Gcinky u
muzl a Zen. Tyto G€inky se mohou blokovat pikrotoxinem, ktery funguje jako inhibitor
neurotransmise pfes GABA receptory. Tim se prokazal anxiolyticky mechanizmus NS
vychazejici z jejich vazby na alosterické misto GABA-A receptort. Vliv NS na uzkost

se objevuje 1 pii 1écbe fluoxetinu (inhibitor zpétného vychytavani serotoninu), pii které
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dochazi k zvySenym hladindm ALLO v mozku. Pacienti sindukovanymi zdchvaty
paniky méli naopak hladiny ALLO snizené. TudiZ aplikace syntetickych analogii NS by
mohla mit vyznam pfi 1é€b¢ uzkostnych stavii (Reddy, 2010).

Zvysenych hladin NS se dé docilit 1 zvySenou biosyntézou pomoci selektivnich
ligandl pro translokatorové proteiny (FGIN-1-27, AC-5216,XBD173). Tim by op¢t
doslo ke stimulaci GABA-A receptort a vyslednym anxiolytickym u¢inkiim. Odpadla
by komplikace 1é¢by benzodiazepiny v podobé sedace a 1ékové tolerance (Rupprecht,

2009).

1.7.4 Pameét’ a uceni

Ve studiich bylo prokdzano, Ze NS maji vliv na proces ueni a pamét jak u
mladych, tak starSich lidi (Reddy, 2003). Mayo et al. (1993) zkoumal PS aplikovany do
bazalniho magnocelularniho jadra, coz mélo za nasledek zvysSeni paméti. Aplikace
ALLO m¢la naopak protichtidné ucinky. Flood (1992) ve studiich uvadi, ze aplikaci
pregnenolonu, PS, DHEA a DHEAS zvysil pamé& u mysi. Aplikace byla systémova
nebo do riznych struktur podle konkrétni latky. Nejcitlivéjsi strukturou a preparatem
byla aplikace PS do amygdaly (Flood, 1995). Studii probéhlo mnoho a vzdy se
prokazaly vyrazné korelace hladin NS s kognitivnimi funkcemi. PS zlepsil uceni
v Morrisové vodnim bludisti nebo zlepsil vykon v ukolech hledani potravy. ALLO
naopak snizoval retenci pachového ukolu u potkanich mlad’at (Reddy, 2010).

Zajimavym zjiSténim byly 1 hladiny DHEA a DHEAS u pacientii trpicich
Alzheimerovou chorobou. Piedpokladd se, ze uvedené latky maji vliv na starnuti a
kognitivni funkce. Dokonce je na trhu DHEA dostupny jako pfipravek proti starnuti.
PS, DHEA a DHEAS (v tomto piipad¢ jako ligandy o receptori) zmiriiuji pamét'oveé
deficity vyvolané B-amyloidem souvisejici s Alzheimerovou chorobou. (Maurice,
1998).

Mezi dal$i onemocneni, kde NS hraji roli v etiologii nebo 1écbé patii deprese,

stres, schizofrenie, premenstruacni syndrom nebo 1éc¢ba zavislosti na alkoholu.
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2 ONTOGENEZE LABORATORNIHO POTKANA

2.1 Obecné informace

Laboratorni potkan je potkan poddruhu Rattus norvegicus domestica, ktery je
chovan pro védecké tcely. Ackoliv se pro vyzkum pouzivaji méné nez mysi, stale maji
dilezitou roli jako zvifeci model v psychologii a biomedicinské védé (John G.
Valdenbergh, 2000). Vzhledem k tomu, Ze patfi po anatomické, farmakologické a
fyziologické strance mezi nejprozkoumanéjsi zvifata, tvoii az 95% pokusnych zvitat
v biomedicinském vyzkumu. V dnesni dobé jiz existuje nckolik vySlechténych druht,
které se pouzivaji pro riizné uéely. V laboratofich FU AV CR se pouZivaji potkani rodu
Wistar. Jedna se o bilé albiny. Dale existuji druhy jako Long-Evans, Sprague Dawley
nebo tzv. ,knockout rats®, které jsou pomoci genetického inzenyrstvi upravené, aby
mohli simulovat lidské nemoci a mohli byt pouzity pii vyvoji novych 1éCiv. Jedna se
napfiklad o modely pro vyzkum diabetu, Alzheimerovy a Parkinsonovy nemoci,
hypertenze a v neposledni fad¢ epilepsie (Abbott, 2004).

Prvni zminky o motorickém vyvoji se objevuji v praci Smalla (1899), ktery ale
primarné zkoumal behavioralni chovani laboratornich potkanti. O n¢kolik let na to
navazal Crozier a Pincus (1926, 1933) s praci geotaktického chovani. Rozsahlejsi praci

popisujici motoricky vyvoj ve spojeni s dozravanim uréitych mozkovych ¢asti pak

zpracoval roku 1933 Tilney (Altman, 1975).

2.2 Ontogeneticky vyvoj potkana

VétSina obratlovcl je brzy po narozeni schopno stoje ¢i chlize. Potkani a lidé
patii do skupiny savct, ktefi jsou v dobé narozeni v mnoha systémech jesté nevyvinuti
(Vinay, 2002). Jak u lidi, tak u potkanti dochazi k rozvoji motorickych, senzorickych a
senzitivnich funkci a reflexii diky vrozenym vzorcim CNS (Vinay et al., 2002; Vojta a
Peters, 1995).

Vyvoj ¢loveéka a potkana je velice podobny. Urcité rozdily jsou dany poméry
dozravani jednotlivych struktur CNS a délkami trvani jak prenatalniho, tak
postnatalniho vyvoje. Dal§im vyznamnym spoleénym znakem je kranio-kaudalni vyvoj.

(Vinay et al., 2005).
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Prenatalni obdobi u lidi trvda 9 mésici a dospélost se udava kolem 20 let,
zatimco u potkant trva vyvoj 6 tydnt (3 tydny embryondlni a 3 tydny postnatalni).
Dospélost je dosazena jiz v 60. dni (Vinay, 2005).

Jak jiz bylo uvedeno vySe, potkani i lidé se rodi velmi nezrali. Potkani mladé
se rodi hluché a slepé. K orientaci mu slouzi olfaktoricky systém, ktery v tuto dobu
hraje dulezitou roli pfi hleddni bradavky matky, aby mohlo sat mléko. Z dalSich
systému, které hraji velmi dulezitou ulohu pii vyvoji, je systém vestibularni.
Rovnovazny systém se zaina vyvijet 8. embryonalni den (E8) a kon¢i 15. dnem
postnatdlnim (P15). Descendentni drahy zmozkového kmene dosahuji struktur
lumbélni casti michy par dni pifed porodem. Jednd se o reticulospindlni a
vestibulospinalni drahy. Dale je tfeba zminit serotogenni a noradrenergni projekce,
které byly ¢astymi cilovymi strukturami pii laboratornich in vitro pokusech. Uvedené

drahy nedozraji diive nez do konce druhého postnatélniho tydne (Clarac, 1998).
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Obrazek 6. Schéma zrani struktur podilejici se na motorice (Jamon, 2006)

Cas vzniku a nasledny rist struktur tykajici se lokomoce je znazornén ipkami. Embryonalni
vyvoj se vztahuje k procesiim objevujicim se jiz v déloze. Sikmé ipky znazorfiuji anterio-
posteriorni gradient). Pferusované Sipky znaci kontinualni maturaci. Diagram ve spodni ¢asti
znazoriuje nabyti motorickych funkci v daném case.
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2.3 Vyvoj lokomoce a postury potkana

Lokomoce se déli na 2 slozky. Fazickd komponenta je zodpovédna za rytmické
kontrakce koncetin a svalii trupu a vychdzi z tzv. ,,central pattern generators* (CPG) ve
spinalni miSe. Druhd komponenta lokomoce — tonicka slozka, nastavuje celkovy tonus
posturalnich svalti, ktery je pottebny k pohybu. Na rozdil od slozky tonické, tak se
fazicka komponenta (CPG) objevuje jiz pii narozeni. K prvnim projevu posturalni
kontroly tak dochazi jiz v prvnim tydnu. To vSe koreluje se zrdnim nékolika systému
jako je naptiklad muskuloskeletdlni systém, senzomotorika, vys$§i mozkova centra,
descendentni drahy z cortexu do michy a ascendentni drdha zajiStujici zpétnovazebny
tok informaci do supraspinalnich jader (Vinay, 2005)

Vinay ve své praci uvadi, Ze jeden den potkana koresponduje se 3 mesici
novorozence. Muzeme to napiiklad vidét v druhém postnatalnim dni (P2) vyvoje
potkana, kdy je schopny jiz zvedat hlavu nad podlozku. To samé je bézné¢ u 2-3
meési¢niho fyziologického ditéte. Kolem péatého postnatilniho dne (P5) zacina potkani
mlad€é zvedat ramena od podlozky, coz je spojovano s funkcni zralosti ptfednich
koncetin, které jsou schopny nést vahu ptedni Casti téla. Zadni koncetiny jsou do konce
prvniho tydne neaktivni a nejsou tedy schopny podpofit elevaci panve. Funkce
akralnich ¢asti, jako jsou packy a prsty, se rozviji desaty den (P10). Dvanacty den je
mlade€ schopno chiize. V tomto struéném nastinéni si miizeme povsimnout (Obrazek x)
velké podobnosti ve vyvoji lokomoce s ¢lovékem (Vinay, 2005).

Od P12-P13 se chize zacne postupné zlepSovat. OCi jsou po 13. dni jiz plné
oteviené, coz ma velmi stimulujici efekt a hraji roli pfi zdokonalovani fizeni pohybu u
mnoha savcl. Motorika koncetin je stale jesté pomala a kontrola trupu slaba. V P14 se
objevuji vertikalni pohyby v podob¢ stoje na zadnich, coz umoziiuje volnost ptednich
koncetin pro manipulaci. V P15 se komplexni pohyby stavaji plynulej§imi a vice
efektivnimi. Signifikantn€ se zlepSuje i rychlost pohybu (Clarac, 1998).

Gramsbergen (1998) zkoumal EMG vzory extenzorii zadnich koncetin —
musculus gastrocnemius, m. soleus a m. tibilias anterior ve funkci antagonisty. Zjistil,
ze pted P15 jsou pohyby hlavy provadény pouze ve statickych polohach. Jakmile
potkan dosahne tohoto véku, zacinaji se pohyby hlavy objevovat i pfi chiizi. Nalezy na
EMG koreluje s riznym zapojovanim téchto svali v krokovém cyklu. Od P16 je
recipro¢ni aktivace extenzorli a flexorli v souvislosti s krokovym cyklem mnohem

presnéjsi.
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Obrazek 7. Schématické porovnani vyvoje lokomoce cloveka a
potkana (Vinay, 2005)

2.3.1 Shrnuti

Ackoliv jsou nekteré reflexy vyvolatelné okamzité (plavani), je mladé potkana
stejné jako cloveék v dobé narozeni lokomoc¢né neaktivni. Nejvyznamnéji se postura
vyviji prvni den od narozeni do dvou tydnll Zivota. Jakmile dozraji senzorické
receptory, dojde k vyraznému zlepSeni dynamické slozky motoriky (Gramsbergen,
1998).

Dale autofi rozd€luji vyvoj motoriky na 3 faze. P4-P5 je oznacovano jako brzké
postnatalni obdobi, kde neni mladé jeste ptili§ motoricky zdatné a je charakterizovano
zvedanim hlavy a sacimi pohyby k zajisténi potravy. Od P6-P12 pozorujeme prvni
vertikdlni pohyby v podob¢ zvedani ramen od podlozky a vsunutim piednich koncetin
do abdukce tak, aby doSlo k elevaci piedni casti téla. Od P16 se objevuji komplexni
motorické vzory jako stavéni na zadni koncletiny. Dospé€lost znaci plynulost pohybl

nebo tieba i zacinajici péce o srst (Jamon, 2006).
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2.4 Senzorické funkce

2.4.1 Vyznam aferentnich vstupii pro vyvoj

Senzorické vstupy hraji dualezitou roli pfi vyvoji somatosenzorického kortexu
béhem neonatdlni periody. Mezi brzké stimuly miizeme zaradit pasivni interakce
mladéte s matkou nebo se svymi sourozenci, ale také aferentni ,,feedback® (zpétnou
vazbu) vznikajici ze spontanni motorické aktivity (Akhmetshina, 2016).

Zajimavym faktem je zcela zisadni vyznam vibrisi (hmatové vousy) u
hlodavct. Vibrisy jsou stimulovany taktilnimi podnéty sourozencii z vrhu, ale téz
spontannimi pohyby. U hlodavct se popisuje specificka struktura nazyvana ,,barelovy
kortex®, coz je cast somatosenzorické kury a je velmi spjata se stimuly zhmatovych
vousl, které tuto oblast vyznamné€ aktivuji. Studie (Akhmetshima, 2016) dale
porovnavaly endogenni a exogenni stimuly z hmatovych voust a vysledky podtrhuji
dilezitost prostfedi pii vyvoji kliiry béhem neonatilni periody, nebot’ u izolovanych
zvirat byla kortikalni aktivita z absence vnéjSich podnéth nizsi (Akhmetshina, 2016).

Dalsi studie (Smirnov, 2019) porovnavaly efekt zastfizeni vibristi s kontrolni
skupinou. Byly sledovany dvé vékové skupiny P1-P8 a P9-P16. V téchto skupinach jiz
probihaji dilezité vyvojové procesy (otevirani oci, chiize, péce o sebe, stoj na zadnich
koncCetinach, rozvoj hybnosti pfednich koncetin) v€etné lokomoce. U kontrolnich skupin
probéhlo piedstirané zastiithnuti. Ve skupiné P1-P8 se zastfiZzenymi hmaotvymi vousy se
prokazalo zpomaleni ve vSech vySe zminénych procesech. U star$i skupiny pouze péce
o sebe. Zajimavym vysledkem bylo, Ze u vSech obou starSich skupin, s kterymi se
manipulovalo (zkoumané i kontrolni), doslo k opozdéni v explorativnim chovani, ale
naopak k akceleraci pé€e o srst (Smirnov, 2019).

Dosavadni poznatky o funkcich somatosenzorické kiry a o vlastnostech
senzoricky evokovanych reakci u novorozenych hlodavci jsou zalozeny pfedevs§im na
studiich vyuzivajicich izolovana novorozena mlédd’ata s ptidrzovanim hlavy (Khazipov
et al., 2004; Yang et al., 2009; Blumberg et al., 2015). Bylo prokazano, Ze aktivita
neuronové sit¢ v sometosenzorickém kortexu mladéte ma diskontinualni casovou
organizaci a chrakteristické preruSované zachvaty, které jsou organizovany ve tvaru
vieténka a gama oscilaci. Ty jsou oddéleny pauzami s nulovou aktivitou o délce desitek
sekund (Khazipov et al., 2004; Minlebaev et al., 2007, 2009, 2011; Yang et al., 2009,
2013). Tato aktivita muze byt spontanni i po deaferentaci, nicméné je ucinné

vyvolatelnd exogenni somatosenzorickou stimulaci, coz v hnizdé reprezentuje jak
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matka, tak sourozenci. Dal§im zdrojem stimulace jsou spontdnni myoklonické zaskuby
a uleky, coZ je pro novorozena mlad’ata charakteristické. Tyto podnéty zplisobuji
aktivitu v sometosenzorickém thalamu a mozkové ke (Khazipov et al., 2004; Mohns a
Blumberg, 2010; Tiriac et al., 2012). Celkové smyslové vstupy do mozkové kiry
mohou zahrnout jak samostatné generované pohyby novorozeného potkana, tak pasivni
stimulaci poskytovanou sourozenci a matkou. Detailnéjsi principy konkrétnich
mechanismi  smyslovych podnéti a jejich vlivu na somatosenzorickou kiru
v naturalistickém prostfedi jsou zatim velkou neznadmou (Akhmetshina, 2016).

Ve studiich aferentnich vstupi vidim jistou podobnost z Vojtovy metody u
novorozencu. Zde si také v§imame projevi, které nas mohou informovat o zralosti CNS
a zaroven mame moznost vstoupit do procesu neuroplasticity zevnimi stimuly a ovlivnit

tak ptipadny patologicky vzor vyvoje jedince.

2.4.2 Somatosenzoricky systém

Somatosenzoricky systém je zvlasté¢ zajimavy, protoze potkani pouZivaji své
oblicejové vousky k ziskani velkého mnozstvi informaci o objektech v jejich prostredi.
Systém je specializovany na pfijimani a zpracovani aferentnich informaci z receptort
spojenych s jejich vousy. Kazdy vous je reprezentovan ,,barelovou strukturou* (barrel-
like structure) v trigemindlnim jadru mozkového kmene, ventroposteriornim jadie
kontralateralniho thalamu a primarni somatosenzorické oblasti S1 kontralateralniho
kortexu. Somatosenzorické informace o dotyku ze vSech ¢asti povrchu téla jsou
pfenaseny z jader dorzédlniho sloupce a komplexu trigeminu do kontralateralniho
ventroposteriorniho thalamického komplexu (VP) a poté do somatosenzorického
kortexu. Kortex zahrnuje primdrni reprezentaci (S1) se stejnym modularnim
uspotradanim ,,sudi* pro vstupy do vousti a podobnymi moduly pro jiné Casti téla, které
jsou od sebe oddéleny septy obsahujici mensi pocet bunék. Jedna se o jakési usporadani
voust, které se ,,obtiskne* do kazdé za vzaté struktury a drzi si prostorové uspotradani
(viz obrazek x). Rostralni hranice je tvofena dysgranularnim kortexem s méné
vyvinutou vrstvou 4, kterd je zapojena do propriocepce. Mezi dalSi somatosenzorické
oblasti patfi oblast S2, parietdlni ventrdlni (PV) oblast a kaudalni pas
somatosenzorického systému. VSechny tyto vyssi irovné pfijimaji informace z oblasti

S1, kdezto S1, S2 a PV pfijimaji talamické vstupy z VP (Ebner, 2015).
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Obrazek 8. Schéma zapojeni voust do barelového kortexu. Kazdy vous je ozna¢en kombinaci pismena a
Cislici odpovidajici jeho pozici. A-E udava fadu od dorzalni k ventralni, ¢isla potadi od ocasni

k rostralni. PMBSF — zadni-medialni soudkové dil¢i pole, PO — zadni talamické jadro, PrV — hlavni
trigeminalni jadro, SC — colliculus superior, SpVi - spinalni trigeminalni jadra pars interpolaris,

SpVo - pars oralis, SpVc - pars caudalis, TRN - retikularni jadro thalamu, VPM - ventro-posteriorni
medidlni jadro, vM - vibrisalni primarni motoricka kiira, vS - vibrisalni primarni somatosenzoricky
kortex, vSII - sekundarni somatosenzoricky kortex se somatotopickou mapou (Adibi, 2019)

2.4.3 Vestibuldarni systém

Gravitace se stala vyznamnym stimulem pro rozvijeni posturdlnich funkci vSech
suchozemskych zivocicht. Nejdilezitéjsimi systémy pro fizeni postury proti vnéjSim
siliam jsou systémy vestibuldrni a somatosenzoricky. Vzhledem k tomu, ze jsou tyto
systémy v dobé narozeni nezrala, je jakdkoliv koordinace neefektivni. (Kostalova,
2020).

Stejné jako u c¢loveka vestibularni systém spolupracuje s ostatnimi strukturami
(zrakové a proprioceptivni vjemy) podilejicimi se na motorice. Tim je dosaZena
efektivni posturalni aktivita hlavy a trupu v trojrozmérném prostiedi proti gravitaci.
Casti vestibularniho systému jsou receptory, vestibularni jadra a jejich aferentni a
eferentni drahy (Clarac et al., 1998).

Vestibularni systém se zacina vyvijet 8. embryonalni den (ES8) invaginaci otické
membrany. Nasledujici den (E9) se formuji otocysty a v EIO0 je viditelny
endolymfaticky kanalek. V E12-E13 za¢ne diferenciace neuroepitelu a koncem E14 lze
rozpoznat kli€¢ové struktury — cristae ampullares, maculus utriculus a maculus sacculus.
Terminalni mitosy vlaskovych bun¢k se objevuji mezi E14 a P2 s vrcholem v E17. E17

a E18 jsou charakteristické pro objeveni aferentnich a eferentnich nervovych zakonceni.
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E19 je typicky pro diferenciaci vlaskovych bun¢k na typy I a II. Diferenciace
vestibularnich jader probiha mezi E11 a E15. Tato jadra hraji dlileZitou roli pfi prvnich
dnech zivota mladéte potkana. Lateralni jadra se ucCastni posturalni stabilizace jiz pfi
narozeni, medialni a posteriorni o dva tydny pozdéji se stabilizaci pohledu (Clarac,
1998).

Ptestoze jsou vlaskové buniky zralé na konci prvniho poporodniho tydne a jejich
eferentni zapojeni trva jesté dalsi 2-3 tydny, tak je vestibularni stimulace efektivni jiz
v prvnim postnatalnim dnu (P1). V téchto dnech nartstd pocet synaptickych t&l a
synapsi mezi vlaskovymi bunikami a aferentnimi nervy a dokoncuji se transdukéni
mechanismy zranim iontovych kanalt (Clarac, 1998).
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Obrazek 9. Schématické znadzornéni vyvoje vestibularniho systému (Clarac, 1998)

2.4.4 Sluchovy orgdn

Sluchové funkce se neobjevi do P12. Bolles testoval sluch pomoci ulekovych
reakci reagujici na kratky zvukovy stimul. Mlad’ata stara 12 dni nereagovala, zatimco
vSechny star§i vékové skupiny jiz disponovaly ulekovym reflexem. Do doby nez
mlad’ata pfestanou byt kojena, reaguji na zvuk tlekem bez ohledu na stav bd¢losti. Od
P19 jiz reaguji na zvuky mimo klec a od P21 je citlivost na zvuk vyssi s doprovodnymi
behavioralnimi reakcemi v podob¢ patraciho chovani po zdroji zvuku vyjadiené béhem

ke stén¢ klece nebo ocichovanim (Bolles, 1964).
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2.4.5 Zrak

Pocatek vizualné orientac¢nich reakci neni tak piesné stanoveny jako v piipadé
sluchu. Otevfeni vicek se objevuje v rozmezi P13-P14. Mtze se zdat jesté pred plnym
rozevienim vicek, Ze se mlad’ata natahuji k objektim pfi sou¢asném ocichavani. Budi to
dojem, ze se na danou véc divaji, ale toto chovani se vyskytovalo i u pokust, kde byli

jedinci oslepeni, ¢imz se prokazalo, ze zde neni Zadna spojitost s vizualnim stimulem

(Bolles, 1964).

2.4.6 Cich

vvvvvv

informaci. V této dobé, ackoliv neni olfaktoricky systém jesté pIné€ zraly, jsou
receptorové synapse aktivni a schopny poslat informace do ¢ichového kortexu (Clarac,
1998).

Bézné se pii ofichavani objevuji doprovodné pohyby nosem a vousy, mélké
dychani a charakteristickd postura. U mladych jedincii (okolo P4) je toto vidét spiSe
vzacn¢ a chybi patraci pohyby nosem a vrténi voust. K dospélému komplexnimu vzoru
oCichavani se mladé vyvine az kolem P11, coz se jesté¢ vice zvyrazni s prvni chiizi
v dalSich dnech. Okolo P15 jiz mladé systematicky ocichdva cely prostor klece a
veskeré objekty, na které narazi. Od té doby uz pouzivaji potkani ¢ich neustale mimo

spanek, syceni nebo pii péci o srst (Bolles, 1964).
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3 CILE A HYPOTEZY

Cilem diplomové prace bylo sledovani vlivu allopregnanolonu na motoriku
mléd’at laboratorniho potkana v motorickych testech. Ziskand data budou slouzit jako
referencni studie k diplomové praci zroku 2020 (Tereza Kostalova), kterd zkoumala
vliv nového neuroaktivniho steroidu pregnanolonpyroglutamatu, ktery se jevi jako
potencialn¢ vhodna latka pti 1écbé détskych epilepsii. Testovany byly pouze kratkodobé
ucinky. Dlouhodobé ucinky je tfeba doplnit v dalSich studiich. Byly mezi sebou
porovnavany 3 veékové skupiny, kde kazda z nich byla rozdélena jesté dale na skupiny
s niz$im a vy$$im davkovanim.

Hypotéza 1
Ho: motorika se v pritbéhu vyvoje signifikantné neméni.

Ha: motorika se v pritb¢hu vyvoje signifikantné¢ méni.

Hypotéza 2
Ho: motorika potkani se po podéni allopregnanolonu oproti kontrolni skupine
signifikantné neméni.

Ha: motorika potkani se po podani allopregnanolonu oproti kontrolni skupine
signifikantné méni alespon v jednom motorickém testu.

Hypotéza 3
Ho: motorika potkanti se signifikantné neméni v zavislosti na davkovani pouzité latky.
Ha:motorika potkanti se signifikantné méni v zavislosti na davkovani pouzité latky

alespoil v jednom motorickém testu.

31



Diplomova prace Ucinky allopregnanolonu na motoriku mladat laboratorniho potkana

4 METODIKA

Testovani bylo provadéno v behavioralni laboratoii na ptd¢ Fyziologického
tstavu Akademie véd Ceské republiky (FGU AV CR) za podpory projektu
PharmaBrain, vie v souladu se zdkonem CR o ochrané zvifat proti tyrani, podle

standardi humanni péce a vyuzivani laboratornich zvifat.

4.1 Pokusna zvirata

Pro pokusy byla pouzita mldd’ata potkana typu Wistar. Tento druh pochézi
z Wistar Institutu v Pennylvanii. Vice neZ polovina linii, které se dnes pouZzivaji po
svéte, pochazeji pravé z originalni kolonie, kterou zapocal fyziolog Henry Herbert
Donaldson (Clause, Bonnie Tocher 1998).

Podminky chovu probihaly podle standardt FGU AV CR. Byl dodrzen
pravidelny 12 hodinovy svételny reZim, stalé teplota 22 °C a vlhkost 55%. Zvitata se po
5.dni rozdélila do skupin po 10 samcich a matce. Krom¢ doby provadéni testi meéli

k dispozici potravu a vodu.

4.2 Testovani

Testy probihaly v klidné mistnosti s umélym osvétlenim a konstantni teplotou
24°C a vzdy ve stejném casovém rozmezi od 13:00 do 16:00. VSechny motorické testy
jsem provadél a vyhodnocoval ja. U¢inna latka allopregnanolon byla aplikovana
intraperitonealné.

Testovano bylo celkem 60 jedinct, ktefi byli rozdéleni do 3 v€kovych kategorii.

12, 18 a 25 denni skupiny byly jesté dale rozdé€leni na poloviny, s tim Ze ¢ast dostala

vyssi davku zkoumané latky 10 mg/kg a druha nizsi 5 mg/kg. Kontrolnim skupinam
bylo aplikovéano organické rozpoustédlo cyklodextrin (CDX) 10 mg/kg. Kazdy potkan

byl testovan pouze jednou. Méteni probihalo v obdobi od 30. 6. 2022 do 21. 7. 2022.

Nejprve bylo potteba vSechny pfesné zvazit, zaznamenat a oznacit bud’ pfimo na
hibet ¢i znaenim na ocas. Déle byl pfes bfisni sténu v 7 minutovych intervalech
aplikovan allopregnanolon, ktery se nechal 20 minut plsobit, potom nésledovaly
motorické testy. Zacinali jsme méfenim spontanni motoriky v openfield testu, ktery byl
nastaven na 5 minut, a poté nasledovaly jednotlivé motorické testy pro dané vékové

skupiny. U 12 dennich mlad’at jsme pro méfeni motorické aktivity pouzili surface
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righting test, bar holding test, negative geotaxis test a wire mesh ascending test. U 18 a
25 dennich jedincli byl pouzit surface righting test, bar holding test a horizontalni

zebtiky s tim, Ze jeden byl pravidelny a druhy nepravidelny.

4.3 Motoricke testy

Pro hodnoceni kratkodobych ucinki allopregnanolonu bylo pouZito 6
motorickych testii podle Altmana a Sudarshana (1975) a Mikulecké a Marese (2002),
které koreluji s urovni vyzrani CNS. Hodnoceni spontanniho pohybu se méfilo ve
vyhrazeném prostoru, tzv. ,,openfield test”, v kterém je motorika potkand automaticky
zaznamenana a vyhodnocena pomoci kamery zvrchu a softwaru EthoVision XT

(©Noldus Information Technology).

4.3.1 Openfield test

Openfield test je jednoduchy senzomotoricky test, ktery stanovuje miru obecné
aktivity, motoriku, miru anxiety a s tou souvisejici badaci tendence pokusného zvitete.
Potkani preferuji drzet se stén a aktivné pftili§ nevyhledavaji oteviené prostory, coz
v tomto testu zastupuje stied pole.

Testovani jedinci byli vzdy polozeni do stejného rohu, ¢imz meéifeni zacalo.
Jejich pohyb byl nahrdvan zvrchu kamerou (Panasonic Wv BP330), ktera byla
umisténa 1 metr nad stfedem sledované¢ho prostoru. Po dobu 5 minut byla aktivita
zaznamenavana a nasledné¢ zpracovavana systémem. Mefenymi parametry byla
vzdalenost, kterou potkan po dobu 5 minut usel, primérnd rychlost, dale doba do
prvniho vstupu do stfedu, ¢as setrvani ve stfedu a frekvence, kolikrat se v centru pole

vyskytl.

Obrazek 10. Openfield test (archiv autora)
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4.3.2 Surface righting test

Righting reflex je motoricka schopnost mladéte dostat se z supinacni polohy do
pronac¢ni. U hlodavci se objevuje v priméru u 5. dne v rozsahu 1 — 10 dnti. Tento test
vyzaduje trupovou stabilitu a miize ozfejmit posturdlni disbalance (Feather-Schussler,
2016).

Potkan byl umistén v supina¢ni poloze na rovném povrchu, aby se hlavou a
trupem dotykal podlozky. M¢fila se doba do otofeni na bficho piipadné s jakymi
odchylkami. Otoceni do 1 sekundy bylo hodnoceno jako uspésné ¢islem 1, zvySeni Casu

otoceni znacilo patologii.

Orézek 11. Righting tes.t, 5.(‘161’1111' mlﬁdé (Feather-Schusslerl, 2016)
4.3.3 Negative geotaxis test

Tento test hodnoti motorickou koordinaci na naklonéné roviné. Potkan byl
polozen hlavou dolii na rovin€ s hrubym povrchem a sklonem 30°. Diky vestibularnimu
podnétu vznikajicimu vlivem gravitace ma mladé tendenci otoCit se hlavou smérem
nahoru. Pro otoceni o 180° byl stanoven limit 90 sekund, byly zaznamenavany 1 ptipady

¢asteéného otoceni.

(archiv autora)
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4.3.4 Bar holding test

Vis na hrazd¢ testuje uchopovaci reflex a silu jak pacek, tak celych koncetin.
Tento test se doporucuje provadét od 10. postnatalniho dne (Feather-Schussler, 2016).
Potkan byl uchopen za §iji a pfiblizen k hrazd¢ tak, aby se mohl dotknout pfednimi
packami a aktivné chytit. Dfevénd hrazda o délce 25 cm a priméru 1 cm byla umisténa
ve vysce 25 cm nad akvariem, které bylo vystlané mékkym povrchem. Byl méfen jak
celkovy ¢as visu pomoci uchopového reflexu prednimi i zadnimi koncetinami, tak

zpiisob drZeni pfipadné i vylezeni na hrazdu.

Obrazek 13. Bar holding test
(archiv autora)

4.3.5 Wire mesh ascending test

Pro tento test byla pouzita podlozka z pevného materidlu, kterd ma v sobé
otvory, takze ptfipomina sit. Je dlouha 45 cm, Sirokd 15 cm a s laboratornim stolem
svirad 70°. Potkan byl umistén na spodni ¢ast a méfil se €as, za ktery vyleze na horni
plosinu. Casovy limit byl 60 sekund. Pokud nevylezl az nahoru ¢&i spadl, zaznamenala se

urazena vzdalenost za dany cas.

Vo
Sy

Obrazek 14. Wire mesh ascending test
(archiv autora)
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4.3.6 Pravidelny a nepravidelny horizontdlni Zebiiky

7w

Horizontalni Zebtiky byly tvofeny kovovymi piickami, které jsou ukotveny do
dvou plexiskel, které rovnéz slouzi jako stény. Sitka takto vytvofené trasy byla uzka
tak, aby byli potkani motivovani jit pouze vpfed a neotaceli se, coz se v nékterych
piipadech stejn¢ stalo. Délka zebiikli byla 1 m a byly na kazdé stran¢ umistény na
akvaria ve vySce 30 cm nad pracovni plochou. U pravidelného zebiiku byl rozestup
pti¢ek 1 cm, u nepravidelného kolisala vzdalenost od 1 do 5 cm.

Testovany jedinec byl umistén na jeden konec a méfil se ¢as prolezeni na druhou
stranu. Rovnéz jsme pocitali chyby v podobé proslapii nebo sklouznuti mimo pticky.
Casovy limit byl 60 sekund a bylo zachovano potadi Zebitiki s tim, Ze se vzdy zadinalo

na pravidelném. Pokud potkan nedosel na konec, zaznamenala se usla vzdalenost a Cas.

Obrazek 15. Chuize po zebiiku
(archiv autora)
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5 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Vysledky méieni v openfield testu zpracoval automaticky software EthoVision
XT. Zbylé motorické testy byly méfeny ru¢nimi stopkami.

Pro zpracovani hodnot byl pouzit program SigmaStat® (SYSTAT). Nejdiive
byly spocitany priméry a miry rozptylu (smérodatné odchylka a stfedni chyba priméru)
pro jednotlivé vékové a davkové skupiny. Dale jsme vysledky skupin (kontrolni, 5
mg/kg, 10 mg/kg) srovnali s parametrickou analyzou rozptylu ANOVA. Pokud
rozlozeni dat neodpovidalo normalnimu rozlozeni, byla pouzita neparametrickd metoda
ANOVA on Ranks vzdy s naslednym parovym srovnavanim Holm-Sidakovym testem.
Jako hladinu statistické vyznamnosti jsme pouzivali 5%.

V grafech ptipravovanych v programu SigmaPlot® (SYSTAT) jsou uvedeny

pruméry se sttedni chybou praméru.
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6 VYSLEDKY

V této kapitole jsou uvedeny vysledky méfeni doplnéné o grafy s popisky.
Statistické zpracovani a design grafti byl proveden v softwaru SigmaStat a SigmaPlot®
(SPSS).

Jak jiz bylo zminéno vyse, byly provedeny pouze testy s kratkodobymi ucinky,
dlouhodobé¢ je tfeba doplnit v dalSich pokusech. Jedna se o provedeni stejnych testii
jako u kratkodobych uc€inkti doplnéné o ,Passive avoidence® test zkoumajici
kratkodobou a dlouhodobou pamét a ,JJumping down with choice test”, ktery se

zamétuje na miru anxiety potkanti.

6.1 Akutni ucinky

Celkové bylo testovano 62 mlad’at potkana ve tiech vékovych skupinach — 12,
18 a 25 denni. Kazda vekova kategorie byla dale rozd€lena na davkovani nizsi a vyssi
(5 a 10 mg/kg). Ackoliv jsme pii méfeni ptidali 2 kontrolni jedince, naméiena data
kontrolni skupiny byla doplnéna zvySe uvedené prace Terezy Kostadloveé (2020).

Kontrolam bylo aplikovano organické rozpoustédlo cyklodextrin (CDX) 10 mg/kg.

6.1.1 Surface righting test

Tento test jsme pouzili ve vSech 3 vékovych skupinach.

U 18 dennich a 25 dennich nebyly zaznamendny zmény v ¢asu oto€eni. Potkani
m¢éli tendenci otacet se jiz v rukou pii umist'ovani na podlozku, ¢i hned po polozeni do
supinacni polohy.

U 12 dennich doslo k statisticky vyznamnym zménam. V davkach 5 mg/kg
probéhlo u 6 z 10 potkant k otoceni za vice nez jednu sekundu. V davkach 10 mg/kg
byly zaznamenany nejvétsi zmény této veékové skupiny. 2 z 10 potkaniti vykazovaly

navyseni ¢asu otoceni a 7 z 10 se neotocilo v ¢asovém limitu vitbec a zustali lezet.

6.1.2 Bar holding test

Bar holding test byl t¢Z hodnocen ve vSech 3 zkoumanych vékovych skupinach.
S vékem se doba udrZeni na hrazd¢ prodluzovala. Po aplikaci ALLO se Casy zkratily ve
vSech skupinach s tim, Ze nejvétsi rozdily jsou ve skuping nejstarsi (P25).

U 12 dennich potkanti podani ALLO v davce 5 mg/kg mirné zvysilo celkové

¢asy udrZeni na hrazd€ oproti kontrolni skupiné, jeden potkan dokonce dokézal vylézt
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nahoru. Ve vyssi davce 10 mg/kg polovina testovanych zvitat (5/10) ani nezahéjila test
z divodu neuchopeni hrazdy. U zbylych doslo ke zkraceni doby na hrazdé oproti
kontrolni skupiné.

Ve skupiné s 18 dennimi mlad’aty se niz$i davka neprojevila v Casech testil
oproti kontrolni skuping, az na jednoho jedince, ktery se ani nechytl. Zato vyssi davky
vyznamne¢ snizily ¢asy testli oproti kontrolni skuping.

U nejstarsi testované skupiny s 25 dennimi potkany byl zaznamenan pokles
vyslednych ¢ast jak u niz$i, tak u vyssi davkové skupiny oproti kontrolni skuping (viz
obrazek x). Dale se ve skupin¢ s niz§im davkovanim podafilo vylézt na hrazdu 3
potkantim z 10. S vyssi davkou to zvladl pouze jeden.

Doba, po kterou se zvifata udrzi na hrazdé, se prodluzuje s vékem. Je to vyrazné
pro kontroly a 5-mg/kg davku. Vyssi davka allopregnanolonu sice nezméni vyvojovy
trend, ale Casy jsou vyrazné kratSi. Signifikance nejsou vyznaceny, protoze prace je

jednozna¢né¢  zaméfena na  UCinky  allopregnanolonu  pro  srovnani s

pregnanolonpyroglutamatem v planovaném rukopise.

Bar holding
s 50 q
[ Control
23 5 mg/kg
40 4 | == 10 mg/kg
30 -
Eéié
K
10 A K
%
%o
.O.Q
0 |j @ @ @ :0:0
12 18 days

Obrazek 16. Graf znazornujici vysledné ¢asy na hrazdé. Osa X udava 3 vékové
skupiny, osa Y znaci vysledné Casy (s). Sedé sloupce jsou kontrolni skupiny,
Srafované sloupce jednotlivé davky ALLO (viz legenda ptimo v grafu).

6.1.3 Negative geotaxis test

Tento test byl proveden pouze u nejmladsi zkoumané skupiny, tedy 12 dennich
potkanti. K znaénym zménam doslo u obou dédvkovych skupin.
U 5 mg/kg doslo k signifikantnimu navyseni ¢asu otoceni o 180° na naklonéné

roving a oto¢eni dokoncilo vSech 10 potkanti. U davky 10 mg/kg 3 z 10 nevykazovali
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zadnou aktivitu a na naklonéné roviné se sté¢zi udrzeli v pocatecni poloze a méli

tendenci sklouznout dolti. 2 z 10 se otocili pouze o 90°.

Negative geotaxis

—_
B~ O
1 1
—1 %

2 | QR

Obrazek 17. Sloupcovy graf znazornujici vysledky 12 dennich potkani v negativ
geotaxis testu. Osa X predstavuje davky aplikované latky. ,,C* je kontrolni
skupina s davkou 10 mg/kg CDX. Osa Y udava cas (s) otoceni o 180°.
Hvézdicka (*) — signifikantni zména oproti kontrolni skupiné

6.1.4 Wire mesh ascending test

Posledni test, ktery byl proveden jen u nejmladSich 12 dennich potkanti, byl Splh
na naklonéné mfizce — wire mesh ascending test. V obou davkovych skupinich se
zkratily ¢asy pro vySplhani naklonéné ploSiny oproti kontrolni skupiné. Ve skupiné s 5
mg/kg ALLO nedokoncil test jeden potkan, doSplhal pouze do % celkové drahy. Ve

skupingé s vys$§im davkovanim nedokoncili 2 z 10 po urazeni pouze pétiny drahy. U

dalsich 3 potkanti se neobjevila zadna aktivita a nedoslo ani k pocate¢nimu zachyceni.

Wire mesh ascending

50 - T

40 -

30 A

20 A

KRRAXXA
0202020705
IRRRKELY
R
KRS

X
IR,
X
X

10 A

C 5 10 mg/kg

Obrazek 18. Graf zndzornujici vysledky WMA testu u 12 denni potkand.
Na ose X jsou jednotlivé davkové skupiny a kontroly (C). Na ose Y
vysledné Casy testl (s).
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6.1.5 Chize po pravidelném Zebiiku

Testy na Zebficich byly provadény u 18 a 25 dennich potkant. Mladé bylo dano
na jeden konec a m¢éfil se Cas, za ktery po pfickach prejde na druhou stranu. Kromé ¢asu
se zaznamenavaly i1 chyby, pfipadné dvojchyby v podobé sklouznuti nebo propadnuti
koncetiny mimo pficky.

U 18 dennich potkanti doSlo k signifikantnimu zkraceni ¢asu dokonceni testu
v obou davkovacich skupindch oproti skupiné kontrolni. Ve skupiné s niz§im
davkovanim (5mg/kg) 2 z 10 nedokoncilo test. Jeden dosel do poloviny a druhy pouze
do tfetiny, otocili se a vratili na zac¢atek. Ve skupiné s vyssim davkovanim (10mg/kg)
nedosli na konec 3 z 10 potkanti. Prvni dosel do jedné tietiny, druhy pouze do pétiny a
treti prolezl mezi ptickami v jedné tieting trasy.

Co se tyCe pocti chyb (mistakes), je z grafu (obrazek x) patrné, ze doslo k
signifikantnimu snizeni poctu provedenych chyb v obou skupindch davkovani oproti
kontrolni skupiné. U 2 z 10 ze skupiny s5 mg/kg jsme zaznamenali dvojchybu. Ve
skupin€ s 10 mg/kg jsme naopak u 2 potkanti nezaznamenali jedinou chybu.

U 25 dennich potkanti doslo téz k signifikantnimu zkraceni Casu prelezeni na
druhou stranu oproti kontrolni skupin€. V porovnani casit skupin jednotlivych
davkovacich skupin, potkani s vy$8i davkou dosahovali o néco kratSich casii. Test

dokon¢ili vSichni jedinci.

Regular horizontal ladder - time

S 60 - — Control
=54 5 mg/kg
10 mg/kg
=1 T I
40 -
30 -
20 - %
o *
5 B
5 S5
18 25 days

Obrazek 19. Graf zndzornujici vysledky ¢asii chize po pravidelném horizontadlnim
zebtiku u P18 a P25 mlad’at. Sedé sloupce znazoriiuji kontrolni skupinu s 10
mg/kg CDX, fidsi Srafovani znac¢i skupinu s 5 mg/kg s u.1., hustsi Srafovani
skupinu s 10 mg/kg u.1.. Osa X udava vyvojové skupiny a osa Y Cas v sekundach,
(*) — signifikantni zména oproti kontrolni skupiné.

41



Diplomova prace Ucinky allopregnanolonu na motoriku mladat laboratorniho potkana

U nejstar§i skupiny (P25) byl pocet chyb mensi oproti kontrolni skupiné,
nicméné ne tak vyrazny jako u mlad’at 18 dennich. Nezaznamenali jsme v tomto ptipadé

vyrazngj$i rozdil ve vysledcich v rdamci mnozstvi aplikované latky.

Regular horizontal ladder - mistakes

N 12 -
— Control
10 4 B34 5 mg/kg
'[ X=X3 10 mg/kg
8 ]
6 - T
4 - *
2 .
O X

Obrazek 20. Graz znazornujici pocet chyb béhem provedeni testu. Osa X udava 2
vékové skupiny (P18, P25), osa Y pocet chyb. Sedy sloupec reprezentuje
kontrolni skupinu s 10 mg/kg CDX, tidsi Srafovani skupinu s Smg/kg u.1., hustsi
Srafovani s 10 mg/kg . (*) — signifikantni zmény.

6.1.6 Chiize po nepravidelném Zebiiku

Tento test je metodicky shodny jako chlize po pravidelném zebtiku az na to, ze
jsou jednotlivé pticky od sebe vzdaleny nahodné. Vyhodnocovan byl opét jak Cas, za
ktery ptelezl potkan na durhou stranu, tak pocet chyb, které béhem testu udélal.

Z vysledkl vyplyva, Ze u 18 dennich potkanii doslo k signifikantnimu zkraceni
casu chize na druhy konec jak u niZsi, tak u vyS$$i davkové skupiny oproti skupiné
kontrolni. Co se tyfe nedokonceného testu, tak ve skupiné s5 mgkg ALLO 4 z 10
potkant nedoslo na druhy konec (2 se vratili z 1/3, 1 z polovi¢ni vzdalenosti, 1 z 3/4).

Ve skuping s vy$§imi davkami (10 mg/kg) nedokoncilo test 5 z 10 potkant (3 urazili
pouze bud’ 50%, 75% nebo 20%).

Pocet chyb se u obou davkovych skupin (P18) oproti kontrolni snizil, s tim Ze u
5 mg/kg ALLO doslo k vyrazngjsSimu poklesu poctu chyb oproti skupiné¢ s 10 mg/kg
ALLO.

U 25 dennich potkanti t¢Z doSlo k vyraznému poklesu ¢asti dokonceni testi u

obou davkovych skupin oproti kontrolni skuping. V tomto véku dokon¢ilo test uspésné

vSech 10 potkand.
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Irregular horizontal ladder - time
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Obrazek 21. Graf zndzornujici vysledky chtize po nepravidelném zebiiku. Osa X
znaéi 2 vékové skupiny (P18, P25), osa Y &as v sekundach. Sedy sloupec je kontrolni
skupina s 10mg/kg CDX, sloupec s fid$im Srafovanim znaci skupinu s 5 mg/kg
ALLO, sloupec s hust$im Srafovanim skupinu s 10 mg/kg ALLO. (*) — signifikantni
zména oproti kontrolni skuping.

Pocet chyb se v piipadé nizsiho i1 vyssiho davkovani u nejstarsi skupiny (P25)
snizil oproti kontrolni skuping, stim ze v tomto piipad¢ chybovali mirné vice jedinci

s davkovanim vys$im (viz nasledujici obrazek).
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Obrazek 22. Graf znazorfiujici pocet chyb pfi chizi na nepravidelném Zebiiku. Osa
X znaci 2 vé€kové skupiny (18, 25), osa Y pocet chyb. Sedy sloupec reprezentuje

kontrolni skupinu s 10 mg/kg CDX, tidsi Srafovani skupinu s 5 mg/kg ALLO, hustsi
Srafovéni s 10 mg/kg ALLO.

18 days
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6.1.7 Open field test

V tomto testu jsme 20 minut po aplikaci allopregnanolonu hodnotili spontdnni
motoriku potkani po dobu 5 minut. Pohyb mladéte byl nahran pomoci kamery a
softwarem dale zpracovan. Zaméfili jsme se na uSlou vzdalenost, primérnou rychlost a
chovani ve vymezeném prostoru (viz dale).

U 12 dennich mlad’at doslo po aplikaci ALLO k vyraznému utlumu motorického
projevu, kdy ztstala nehybné lezet po celou dobu provadéni testu v pocatecni poloze. U
skupiny s nizs$i davkou se jednalo o 7 z 10 jedinct. Ve skupiné s vys§im davkovanim
nespolupracovalo téz 7 z 10 potkanti. Hodnoty v nésledujicim textu se tykaji pouze téch
s motorickym projevem.

12 denni mlad’ata po aplikaci ALLO usla vyrazné vétsi celkovou vzdalenost
v porovnani s kontrolni skupinou stim, Ze u skupiny s5 mg/kg ALLO jsme
zaznamenali mirné zvySené hodnoty oproti skupiné s 10 mg/kg ALLO.

Nejvyssi primérnou rychlosti téZ disponovala skupina s davkou 5 mg/kg.
V porovnani s vyssi davkovaci skupinou vsak nebyl rozdil tak vyrazny, ale ob¢ skupiny
se lisily oproti jedinciim v kontrolni skupiné¢ s CDX, kde byly namétené rychlosti
vyznamn¢é mensi.

U 18 dennich potkanii uSla nejvétsi vzdalenost téZ skupina s 5 mg/kg ALLO.
Nicméné kontrolni skupina vtomto véku vykazovala vétsi aktivitu nez kontrolni
skupina u 12 dennich. Jedinci s vys$S§im davkovanim usli nejmensi vzdalenost.

V primérné rychlosti je u P18 zachovano stejné poradi jako u urazené celkové
vzdalenosti, nicméné je zde nartst v kontrolni skupiné oproti kontrolam 12 dennim (viz
nasledujici obrazek).

Nejvetsi rozdily v uslé vzdalenosti 1 v porovnédni s kontrolnimi skupinami byly
naméfeny u nejstarSi zkoumané veékové skupiny (P25). Rozdily mezi davkovymi
skupinami nebyly nikterak vyrazné.

Hodnoty pramérné rychlosti v této vékové skupiné vykazovaly stejny vzorec
jako v pripad¢ uslé vzdalenosti. Oproti kontrolni skupiné jsou hodnoty vyrazné,

porovnani mezi davkovymi skupinami uz nikoliv (viz obrazek).
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Distance

cm 4000 4

3000 A

2000 A

1000 A

Cc 5 10 mg/kg

Velocity
cm/s 14 -
X 12 days
12 4 | 528 18 days
B8 25 days

10 A

10 mg/kg

Obrazek 23. Grafy znazoriujici spontanni motoriku vSech 3 vékovych skupin

v open field testu. Horni graf se tyka uslé vzdalenosti, dolni graf vypovida o
primérné rychlosti. Na ose X jsou jednotlivé davkovaci skupiny, ,,C* — kontrolni
skupina s CDX. Na ose Y je v hornim grafu celkova vzdalenost, na spodnim grafu
prumérna rychlost v cm/s. Jednotlivé vzorce Srafovani rozdéluji vékové skupiny
(viz legenda piimo v grafu). (*) — signifikantni zména oproti kontrolni skupiné.

Dale jsme v openfield testu zkoumali kvalitativni chovani v podobé vstupu do
sttedu vymezeného testovaciho prostoru. Potkani maji tendenci drzet se stén. Pohyb do
centra vypovida o mife anxiety a motivaci prozkoumavani nového prostredi. Hodnotili
jsme dobu k prvnimu vstupu do centra, celkovy Cas setrvavani v tomto misté a kolikrat
se do stfedu testovaci plochy vraceli. Tyto parametry byly méteny softwarem ve stejny
moment spolu s celkovou uslou vzdalenosti a primérnou rychlosti u vSech vékovych
skupin.

U 12 dennich potkant doslo k nejvétSimu utlumu motoriky, jak jiz bylo uvedeno

u hodnot s celkovou vzdalenosti a primérou rychlosti. Nésledujici hodnoty opét

reflektuji pouze ty potkany, kteti vykazovali néjaky pohyb.
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Co se tyce poctl vstupu do centra, davkovani nemélo Zadny vliv a hodnoty
zustavaji téméf stejné. V obou davkovacich skupinach doslo k navySeni ¢asu stravené¢ho
ve stfedu oproti kontrolni skuping, s tim ze u davky s 10 mg/kg byl nartst vyznamny.

18 denni mlad’ata v souvislosti s vy$§im vékem vykazovala vétsi aktivitu béhem
testovani. S navySovanim davky se pocet vstupil a €as strdveny v centru snizoval oproti
kontrolni skuping, u skupiny s vy$§im davkovanim signifikantné. Cas k prvnimu vstupu
do stfedu pole byl u 10 mg/kg skupiny srovnatelny s kontrolni skupinou, doslo
k mirnému zkraceni ¢asti u 5 mg/kg skupiny.

25 denni mladata vykazovala stejny vzorec zkracovani casii ve vSech
sledovanych parametrech se zvySujici se ddvkou (viz nasledujici obrazek).
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Obrazek 24. Grafy znazornujici chovani potkanti v openfieldu. Horni graf znazoriuje
pocet vstupti do centra, stfedni udava ¢as straveny v centru a spodni graf ukazuje Cas
do prvniho vstupu do stfedu. Na ose X jsou jednotlivé davkové skupiny a skupina
kontrolni (C). Osa Y v ptipadé grafu s poéty vstupti udava pocet (N), ve zbylych
grafech celkovy cas (s). Hustota Srafovéni reprezentuje jednotlivé vékové skupiny
(viz legenda pfimo v grafu). (*) — signifikantni zména oproti kontrolni skupiné.
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6.2 Vysledky hypotéz
Hodnoceni hypotéz programem SigmaStat®(SYSTAT):

Hypotéza 1
Ho: byla zamitnuta, tj. motorika se v pribéhu vyvoje signifikantné meéni.

Hypotéza 2
Ho: byla zamitnuta, tj. motorika se po podani allopregnanolonu méni alespon

v jednom motorickém testu.

Hypotéza 3
Ho: byla zamitnuta, tj. motorika se méni v zavislosti na davkovani pouZité

testovaci latky alesponi v jednom motorickém testu.

47



Diplomova prace Ucinky allopregnanolonu na motoriku mladat laboratorniho potkana

7 DISKUZE

Pti zpracovavani této diplomové praci mé prekvapila aktualnost dané¢ho tématu a
mnozstvi ¢lank®, které vzniklo na toto téma v nedavné dobé. Mezi znamé funkce
neurosteroidi patifi modulace neuralni plasticity, ovlivilovani procesii uceni, zlepSeni
paméti, ovlivnéni poporodnich depresi a mensi nachylnost k epileptickym zachvatim.
Déle hraji roli pfi ovlivilovani tzkosti, stresu a depresi nebo v sexualné dimorfnim
chovani a emocnich reakci, pfi kterych se méni hladiny jednotlivych sledovanych
steroidd. Tim se nabizi vyuziti NS a analogt pti 1écbé velkého mnoZstvi pacientl napfic
nemocemi mnoha systému.

Dulezité je brat zietel na rozdil mezi neurosteroidy a neuroaktivnimi steroidy.
Tyto pojmy byvaji zaménovany a je mezi nimi velky vyznamovy rozdil. Cilem mnoha
studii je najit prave ty vhodné molekuly, které se chovaji jako endogenni steroidy majici
vliv na centralni nervovy systém, ale disponuji mensim vyskytem nezaddoucich uc¢inka.

Zajimavosti je, Zze pravé v bfeznu tohoto roku (2022) byl v USA schvélen
Ganaxolon (pod obchodnim nazvem Ztalmy), jako medikace pti zachvatech u pacientli
s vzacnym onemocnénim ,,CDKL5-vazana epileptickd encefalopatie* neboli ,,atypicky
Rettiv syndrom®. Jedna se genetickou poruchu zplsobenou patogenni variantou na
genu CDKLS5. Jedna se o analog allopregnanolonu. Tento neuroaktivni steroidy svoji
podobnosti k endogennimu neurosteroidu pravé moduluje GABA-A receptory. Ma vliv
jak na synaptické, tak extrasynaptické GABA-A receptory a normalizuje prilis
excitované neurony.

Prace Terezy Kostalové (2020) zkoumala tuc¢inky nové objeveného
neuroaktivniho steroidu pregnanolonpyroglutamatu (PPG) syntetizovaného v Ustavu
organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské, ktery se jevi jako vhodny kandidat
pro 1écbu détskych epilepsii a je momentalné zadan pro klinické testovani.

Tato prace méla za ukol porovnat ucinky allopregnanolonu a PPG na motoriku
mlad’at laboratorniho potkana, aby se potvrdila jeji vhodnost pro budouci klinické
vyuziti. Vysledky motorickych testi sPPG naznacuji, Ze doSlo k mirnému
kratkodobému ovlivnéni motorického chovéni, ale v ptipadé dlouhodobého podévani
této latky nebyl zjiSt€én nezadouci vliv na vyvoj] motoriky. Vysledky

s allopregnanolonem pro dlouhodobé¢ cinky je tfeba doplnit v dalSich studiich, nicméné
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akutni u€inky podtrhuji vhodnost PPG pro dals§i studovani, nebot’ v mnoha testech s
ALLO doslo k vyraznéjSimu Gtlumu motoriky.

Zajimavymi vysledky jsou celkové ¢asy na horizontalnich zebticich, kdy doslo u
obou davkovych skupin ke sniZeni vysledného ¢asu chiize i po¢tu chyb oproti kontrolni
skuping. Stejny fenomén, ale ne s takovym rozdilem, se objevil pfi testovani chiize na
pravidelném Zebiiku u 25 dennich mladd’at po aplikaci PPG. I zde mély kontrolni
skupiny del$i casy a mensi pocet jedincii, ktery test nedokoncili. Vysvétlujeme si to
vlivem PPG 1 ALLO na motivaci a tzkost mlad’at pti testovani.

Dalsi zajimavost se objevila pfi druhém testovani stejné vékové skupiny,
konkrétné u 18 dennich mlad’at. V den pokust se testovand mlad’ata rozd¢€li na poloviny
podle mnozstvi aplikované davky, vnasem piipadé na 5 mgkg a 10 mg/kg
allopregnanolonu. Tudiz celkové vysledky métfené stejné v€kové skupiny se stejnym
davkovanim pochézi z dvou testovacich dnid. U 18 dennich mladdat s vys$si davkou
testované latky doslo pii druhém meéteni k vyrazné vétSimu poctu nedokoncenych testa.
Mlad’ata méli vétsi tendenci se vracet na zacatek, nez kdyz jsem stejnou veékovou
skupinu se stejnym davkovanim méfil tyden ptedtim. Jak jiz bylo zminéno vyse,

v tomto testu se jak u ALLO tak u PPG nejspiSe projevil vliv latek na anxietu a
motivaci. Vysvétlujeme si rozdil tim, ze zvifata byla klidné&j$i z divodu zkuSenéjsi
manipulace mezi testy. Obecné se vi, Ze potkani vnimaji miru stresu lidi a chovaji se

rozdilné, s jakou jistotou je s nimi manipulovéno.
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ZAVER

Cilém této prace bylo zjistit akutni ucinky allopregnanolonu na motoriku mlad’at
ve vybranych motorickych testech a porovnat vysledky s akutnimi G¢inky PPG.

U surface righting testu doslo k vyraznému utlumu, zvlast u 12 dennich mlad’at
s vys§im davkovanim. V této skupiné s vys§im ddvkovanim dokoncilo otoceni pouze 2
z 10 potkantl. Pfi testech s PPG dokoncili v§echna mlad’ata.

Jak u PPG, tak u ALLO dochazelo s vékem k navySovani doby, po kterou se
zvifata udrzi na hrazdé. Oproti testovani PPG, kdy se neprojevily vyznamné zmény
oproti kontrolnim skupinam, tak u aplikace vyssi davky ALLO u 18 dennich a 25
dennich mlad’at vedlo ke zkraceni doby visu na hrazd¢ oproti kontrolni skupin¢.

Test negative geotaxis provedeny pouze u 12 dennich potkant prokazal vliv jak
PPG, tak ALLO na dobu oto¢eni mladéte. V pripadé PPG nartstala doba s mnozstvim
aplikované latky. V testovani ALLO doslo k nejvyrazngj$im zméndm v mensi davkové
skupin€. Ve vyssi davkové skupiné nedokoncilo otoceni o 1 zvife vice nez v testech
PPG.

Z grafu wire mesh ascendign testu vyplyva, Ze doslo k snizeni doby vylezeni na
plosinu u obou déavkovych skupin. Pfi testovani PPG doSlo k poklesu doby jen u
skupiny s 5 mg/kg.

Chtize po pravidelném 1 nepravidelném Zebiiku prokazala u vSech testovanych
vékovych skupin a obou davkovych skupin vyznamné snizeni cCasu a sniZeni
chybovosti. V porovnani s testy PPG doslo k vyraznéj§imu ovlivnéni vyslednych ¢ast.

Openfield byl proveden u vsech vékovych skupin. Nejvétsi ovlivnéni motoriky
jsme zaznamenali u 12 dennich potkanli. U obou davkovych skupin 7 z 10 potkant
zustalo lezet a nevykazovalo zadnou aktivitu. Oproti testovani PPG je to nejvice
signifikantni rozdil.

18 denni potkani nevykazovali vyznamné zmény, u 10 mg/kg doslo k mirnému
sniZeni celkové vzdalenosti.

25 denni potkani oproti kontrolam vykazovali vétsi primérné rychlosti i urazené
celkové vzdalenosti.

PPG mé¢l tendenci s vyssi davkou snizovat vyslednou motoriku u 12 a 18
dennich potkantl a to jak v uslé vzdalenosti, tak primérné rychlosti. Pfi testech s ALLO

se tento fenomén nevyskytoval. U 12 dennich doSlo u obou déavkovych skupin

50



Diplomova prace Ucinky allopregnanolonu na motoriku mladat laboratorniho potkana

k navySeni celkové uslé vzdalenosti i primérné rychlosti (vice v ptipadé 5 mg/kg ). U
18 dennich nedoslo k vyraznéjSim rozdiliim jako v piipadé aplikace PPG.

Jako posledni parametry jsme zkoumali celkové chovani v openfieldu.
Konkrétné jsme méfili pocet vstupii do centra, doba setrvani ve stiedu a kolikrat se tam
mlade potkana za celkovy €as (5 minut) vydalo.
prvniho vstupu do stiedu u obou davkovych skupin. Cas setrvani ve stiedu se
navySovanim davky zvySoval a pocet navrati byl u vSech testovanych skupin oproti
kontroldm beze zmén.

18 denni mlad’ata se Cas do prvniho vstupu zkratil jen u niz§i davky oproti
kontrole. S postupnym navySovanim davkovani se zkratil celkovy Cas ve stfedu a pocet
vstuptl do centra se u 10 mg/kg vyrazné snizil oproti kontrolni skupiné.

25 denni mlad’ata vykazovali sestupny trend s navySovanim davkovani oproti
kontrole ve vSech sledovanych parametrech

K nejvétsim rozdiltim oproti testovani PPG doslo u nejmladsi testované skupiny
a to predevsim v dob¢ do prvniho vstupu do centra. U 18 dennich doslo jak u PPG, tak
u ALLO skupin s navySovanim davky ke snizeni poctu vstupt do centra.

U 25 dennich vyslo jak u PPG, tak u ALLO ke snizovani ¢asu do prvniho vstupu
do centra s navySovanim davek. Co se tyce poctu vstupt, tak byl vyvoj s davkovanim
opatny. Daéle doSlo k vyraznym rozdilim v ¢asech strdvenych v centru. Zatimco
s navySovanim davek PPG se celkovy cas prodluzoval, tak u aplikace ALLO jsme toto
zaznamenali pouze u 12 dennich potkand. U 18 ti dennich a 25 ti dennich dochazelo ke

zkracovani vysledného ¢asu s postupnym navySovanim davky.
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