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1 UVOD

Farmakorezistentni epilepsii trpi 25-30 % vSech diagnostikovanych pacientii s opakovanymi
epileptickymi zachvaty. Kromé chirurgické 1éCby je pro tyto jedince velkou nadéji vyvoj novych
antiepileptik, ktera by byla schopna svou t¢innost prokazat i u takto t€Zce postizenych pacientt.
Neléceni epilepsie miize mit pro pacienta kromé vyraznych psychosocidlnich dasledkt také riziko
pfimého ohrozeni epileptickymi zachvaty nebo u déti psychomotorickou retardaci. Kazdy novy
1€k musi projit dlouhym nékolikastupiovym vyzkumem, ktery ma odhalit jeho tc¢innost, jeho
farmakokinetiku, bezpecnost a vedlejsi u€inky. U neurofarmak se v prvni fadé zaméfujeme na
nezadouci plsobeni v oblasti centrdlni nervové soustavy, které se mimo jiné mize projevit
zménami v motorice jedince. V naSem vyzkumu jsme tyto motorické projevy studovali a snazili
jsme se vyhodnotit zavaznost jejich zmén pii podani vybraného neuromodulatoru -
neuroaktivniho steroidu ganaxolonu, ktery je vyvijen jako antiepileptikum.

Na prvni pohled se mlze zdat, ze mezi fyzioterapii a testovdnim nového antiepileptika neni
zadna souvislost. Podle svétové konfederace pro fyzioterapii je cilem fyzioterapie maximalizovat
schopnosti pacienta a kvalitu jeho Zivota prevenci, intervenci a rehabilitaci. Pacienti s epilepsii se
mohou objevit v ordinaci fyzioterapeuta stejné¢ jako kterykoliv jiny clovék. Je vSak dobré si
uveédomit vSechny diisledky, které 1écba epilepsie pfinasi a které mohou ovliviiovat nejen terapii,
ale 1 kvalitu zivota pacienta. Fyzioterapie se snazi o to, aby byla rovnocennym a respektovanym
medicinskym oborem se vzdélanymi odborniky. K tomuto cili se snazi zvySit informovanost
odborné vefejnosti o jejim obsahu a dllezZitosti. Nicméné dle mého nazoru musi jit fyzioterapie
zaroven vstfic oném zdanlivé vzdalenym oboriim a podilet se na rozvoji mediciny 1 z jinych uhld,
nez bylo doposud zvykem. Vazim si moznosti byt soucasti preklinického vyzkumu hodnoticiho
miru motorického deficitu po aplikaci farmaka. Jako fyzioterapeut tak mohu zasdhnout do

farmakologické intervence, kterou obvykle fyzioterapie obchazi.



2 GANAXOLON

Ganaxolon (GNX) byl syntetizovan tymem profesora E. P. Monaghana v 90. letech 20.
stoleti. Od roku 2004 probihd komeréni vyzkum pro zjisténi jeho vyuzZiti jako nového
antiepileptika (Nohria, Giller, 2007). Ganaxolon patii do skupiny neuroaktivnich steroidi, tedy
latek, které maji podobnou strukturu a ucinky jako neurosteroidy, ale nejsou vytvaiené v centralni
nervové soustave (CNS). Neurosteroidy hraji vyznamnou roli v nastaveni excitability neuront
modulaci inhibi¢nich receptorti pro kyselinu gama-amino-maselnou (GABA) a dalSich iontropnich

receptori (Dorda et al., 2001) (viz kapitola 3.2, 3.3).

2.1 Chemicka struktura latky

Ptirozené neurosteroidy vytvarené piimo v mozkové tkani patii mezi rychlé modulatory
excitability neuronti (Reddy, 2004). Podskupinou neurosteroidii jsou epalony, derivaty
progesteronu  (Levy et al., 2002), mezi které patii 1 allopregnanolon a
tetrahydrodeoxykortikosteron (Dorda et al., 2001). Tyto dvé latky plsobi na stejném vazebném
mist¢ na GABA-A receptoru a zvySuji inhibicni signal. GNX je synteticky vyrobenym
analogem allopregnanolonu (Nohria, Giller, 2007). Od allopregnanolonu se ganaxolon lisi
pfidanou methylovou skupinou, ktera brani rychlému odbourdvani charakteristickému pro
metabolity progesteronu. Jeho chemicky vzorec je 3a-hydroxy-3p-methyl-5a-pregnan-20-one
(Bialer et al., 2007) (Obrazek 1).

GNX je krystalicka bila latka nerozpustnd ve vodé€. Proto je podavan ve formé suspenze

nebo tablet (Nohria, Giller, 2007).
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Obrazek 1. Chemicka struktura ganaxolonu (Bialer et al., 2007)

2.2 U¢innost ganaxolonu

Narozdil od progesteronu, GNX postrada klasické hormonalni ucinky (Bialer et al., 2007).
Zato si vSak ponechava vyrazny vliv na allosterickou modulaci GABA-A receptort, typicky pro
progesteronové derivaty.

GNX ovlivituje vazebna mista v chloridovém kanalu (Monaghan et al., 1997) a zaroven
usnadiluje vazbu benzodiazepini a kyseliny gama-amino-maselné (Nohria, Giller, 2007). Dle
Monaghana et al. (1997) tak GNX ptisobi na specifickém receptorovém misté pro neurosteroidy a
meéni konfiguraci vazebného komplexu. Vysledkem je posileni funkce GABA-A receptoru a s tim
spojeny utlum neurondlni excitability.

Studie zkoumajici ucinky ganaxolonu dosly k zavéru, ze GNX ma sedativni, anxiolyticky,
antidepresivni a predevsim antikonvulzivni efekt. Jeho vyhodou oproti jinym neurosteroidim je
delsi biologicky polocas, vysoka afinita ke GABA-A receptoru, vylouc¢ené hormonalni pisobent,

moznost oralniho podani a ptijatelné vedlejsi ucinky.

2.2.1 Vysledky studii
Jedna z prvnich studii zabyvajicich se U¢inky ganaxolonu (Carter et al., 1997) odhaluje

Siroké moznosti vyuziti ganaxolonu u rozsahlého spektra epileptickych zachvatt, které jsou vSak
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v této studii sledovany na mysich a potkanech. Preklinicka studie Liptakové et al. (2000) sledovala
ucinnost GNX na primdrni generalizované zachvaty vyvolané u dospélych i nezralych potkant.
Vysledky ukazuji na stejnou antikonvulzivni G¢innost GNX u potkanti rizného veéku a vétsi efekt
proti tonicko-klonickym zachvatim narozdil od ¢isté klonickych. Z vysledkl je zaroven patrna
vzajemna zavislost velikosti potfebné antikonvulzivni davky na véku potkana. U 9-dennich a 15-
dennich potkanti bylo pro potlaceni zachvatu nutné aplikovat niz$i davku ganaxolonu, jiz ucinek
zaroven pretrvaval déle. Na druhou stranu mél ganaxolon u niz$ich vékovych skupin narozdil od
dospélych jedinct vliv na motorické chovani jedince. Snead (2000) na potkanech testoval ti¢inek
ganaxolonu u absenci vyvolanych pentylentetrazolem a gama-hydroxy maselnou kyselinou.
Z vysledkt vyplyva, ze poddvani ganaxolonu mize zhorsit zachvaty absence.

Catamenicka epilepsie vznikajici u Zen trpicich epilepsii se projevuje pied nebo béhem
menstruace, tedy v té& fazi ovulaéniho cyklu, kdy v séru klesd koncentrace progesteronu (Reddy,
Rogawski, 2000b; Rogawski, 2004). U téchto pacientek se zachvaty nepodafilo snizit pfirodnimi
neurosteroidy, které se pfili§ rychle inaktivuji. Reddy a Rogawski (2000b) provedli vyzkum na
samicich potkand, u kterych uméle vyvolali nahlé snizeni koncentrace neurosteroidi. V porovnani
s valproatem a benzodiazepinem, které pfi snizeni koncentrace neurosteroidli zdroven snizi svou
ucinnost, ptisobil GNX antikonvulzivné zvySenou intenzitou.

Lechtenberg et al. (1996) zjistovali u¢inek ganaxolonu u déti s refrakterni epilepsii a
zaznamenali u poloviny probandt vice nez polovi¢ni snizeni frekvence epileptickych zachvatu.
Podobnou studii provadéli i Pieribone et al. (2007). Ta sice pro nizky pocet pacienti neumoznila
statistickou analyzu, ale piesto ukazala antikonvulzivni efekt ve zvySené mife u poloviny
sledovanych déti.

U déti trpicich infantilnimi spasmy je lécba antiepileptiky (AED) ve vice nez poloviné
pfipadi nelspésnd a dostupna terapie adrenokortikotropnim hormonem ma vyrazné vedlejsi

ucinky (Kerrigan et al., 2000). Pacientim byla po 4 tydny aplikovana zvySujici se davka GNX do
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maxima 36 mg/kg/den (Kerrigan et al., 2000). Ttetina déti vykazala vice nez 50% sniZeni
frekvence zachvatii, druha tietina pocitila snizeni frekvence zachvati o 25 — 50% a u posledni
tietiny toto snizeni dosahovalo maximalné 25%. Tito pacienti jsou bez terapie ohrozeni vyraznym
rizikem tézké psychomotorické retardace (Velisek et al., 1992).

Prvni testovani uc¢inku GNX na pacientech s parcidlni epilepsii provedl Laxer et al. (2000).
V dvojité slepé studii autofi vyuzili snizeni davky antiepileptik pod 25% kvili zvazovani
chirurgického zdsahu u probandi. U 50% pacienti GNX putsobil antikonvulzivné, avSak tento
vysledek nebyl signifikatni. Nicméné autofi predpokladali, ze pokud by pokus trval déle a

zahrnoval by vice pacienttl, rozdil mezi skupinou s GNX a skupinou s placebem by se zvySoval.

2.3 Toxikologie ganaxolonu

Liptakova et al. (2000) uvadi, ze rozvoj vedlejSich ucinkd na motoriku pfi testech na
potkanech byl vyrazné¢jsi u mladSich vé€kovych skupin. Nicméné preklinické studie ukazuji, ze
efektivni davka GNX neni toxicka pro organismus (Liptakova et al., 2000). U dospélych potkanti
vysoké davky ganaxolonu kolem 40 mg/kg pii dlouhodobém nékolikamési¢nim podavani
zpusobily zvétSeni vahy ledvin a jater avSak bez signifikantnich histologickych zmén (Nobhria,
Giller, 2007). V klinické studii Monaghana et al. (1997) byl GNX u zdravych probandi piijiman
bez potizi véetné u téch s nejvyssi aplikovanou davkou 1500 mg/den. GNX nijak neovlivnil vitalni
funkce ani EKG obraz. Pokud se objevily nezddouci ucinky, byly mirné a zahrnovaly zavrat,
nerovnovahu, poruchy koordinace a koncentrace, inavu, spavost a malatnost.

Zeny si &asteji stézuji na vedlejsi u¢inky (ve dvou tetinach piipadi), které se vsak svou
kvalitou neli$i od téch u muzii (Monaghan, Densel, Lechtenberg, 1996). Udavanymi potizemi u
obou pohlavi byly opét sedace, zavrat’, bolest hlavy a iinava.

U déti s refrakterni epilepsii ve véku mezi 5 a 15 roky byly pfi vicendsobnych aplikacich 1 —

12 mg/kg zaznamenany lehké az stfedni potize zahrnujici spavost, poruchy spanku, nervozitu,
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zacpu a zmény v typu zachvatii (Lechtenberg et al., 1996). Pieribone et al. (2007) udavaji jako
nejcastéj$i vedlejsi efekt GNX spavost. U déti s infantilnimi spasmy se nejcastéji objevoval
prijem, v mensim poctu piipadl pak zacpa, zvraceni, nervozita a generalizované tonicko-klonické
zachvaty.

Lechtenebrg et al. (2000) uvadi jako nejCastéjsi stiznost pacientli zavrat’, kterd se v této

studii v podobné mife objevila i u kontrolni skupiny s placebem.

2.4 Davkovani a farmakokinetika ganaxolonu

Monaghan et al. (1997) zkoumali na lidskych zdravych dobrovolnicich maximalni
tolerovanou davku GNX a reakce na ni. Cast probandii dostavala jednorazovou davku GNX
podavaného v tabletach v rozmezi 50 — 1 500 mg, ¢ast dostavala jednu nebo dvé davky denné po
vice dnil. Bylo zjisténo, ze neni rozdil mezi farmakokinetikou GNX u zenskych a muzskych
probandli (Monaghan et al., 1996; Monaghan et al., 1997). Latka se rychle vstiebala do krve a své
nejvyssi koncentrace dosahla 1-3 h po aplikaci. Willmore (2000) uvadi nejvyssi koncentraci GNX
v plazmé mezi 0,6-6 hodinami. Zavislost velikosti davky a zvétSovani koncentrace GNX v séru
ma vsak se zvySujici se davkou klesajici tendenci. Biologicky polo¢as se pohybuje mezi 37 a 70
hodinami. GNX se v organismu nekumuluje (Monaghan et al., 1996; Monaghan et al., 1997) a
nevznika na néj tolerance ani pii chronickém podavani (Reddy, Rogawski, 2000a).

Laxer et al. (2000) pouzili pfi své studii na pacientech davky 625 mg 3x denn¢. Kerrigan et
al. (2000) na détech béhem 3 tydnti zvySovali denni davku GNX od 4,5 do 36 mg/den a Pieribone
et al. (2007) aplikovali GNX ve stoupajicim mnozstvi od 2 do 36 mg/kg/den.

Niz§i davky ganaxolonu, nez je efektivni davka proti zichvatim vyvolanym
pentylentetrazolem u dospélych potkani (3,45 mg/kg), maji anxiolyticky uc¢inek (Beekman et al.,
1998). Vysoké davky ganaxolonu u dospélych potkantd (33,4 mg/kg) naopak zplsobuji ataxii na

rotorod testu (Carter et al., 1997). Davky pottebné proti vétSing testovanych zachvatii jsou vSak
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nizsi (mezi 4,6 — 30 mg/kg) (Carter et al., 1997). Vyjimku tvoii zachvaty vyvolané maximalnim
elektroSokem (Carter et al., 1997). Reddy a Rogawski (2000a) ve své studii na potkanech
upozornuji na umocnéni vzniku tolerance na benzodiazepiny pii sou¢asném podavani ganaxolonu.
Naopak antikonvulzivni efekt ganaxolonu se pii soucasném podavani benzodiazepini s ¢asem
nesnizuje. Tyto vzajemné interakce znamenaji urCitou limitaci pro podavani benzodiazepinl s

ganaxolonem pti dlouhodobé terapii.
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3. NEUROINHIBICE V LECBE EPILEPSIE

Optimalni ¢innost CNS je zavisld na regulacnich mechanismech, které¢ neurdlni aktivitu
usmériiuji. Inhibiéni procesy v mozku jsou dilezitym regulatorem neuralni aktivity. Pii jejich
absenci by se nervovy vzruch lavinovité §ifil celym nervovym systémem podobné jako to vidime

u pacientu s epilepsii.

3.1 Patogeneze epileptickych zachvatia

Epilepsie je chronické neurologické onemocnéni, pro které¢ jsou typické opakované
spontanni epileptické zachvaty s prevalenci zhruba 1% populace. Zachvatem se mysli prechodna
porucha funkce mozku, kterd se projevuje mnoha zplisoby odvislymi od lokalizace
epileptogenniho loziska. Na elektroencefalografii (EEG) se tato porucha projevi jako abnormalné
silnd a synchronizovana aktivita velkého poc¢tu neuronti, kterd je disledkem nerovnovahy mezi
excitaci a inhibici v CNS. U epileptickych zachvati inhibi¢ni systém neni schopen dostate¢né
silné reagovat na zvySenou excitaci. Pfi neléceni onemocenéni ma Sifeni této excitacni aktivity
progredujici charakter (Stgpien et al., 2005). Podle délky a sily epileptického zachvatu dochazi
k poskozeni mozku (Stepien et al., 2005) a zaroven s tim stoupa 1 obtiznost jeho kontroly (Marik,
Varon, 2004). Dle Halasze a Rasonyiho (2004) se nadmérna excitace a neuronalni destrukce
objevuji nejcastéji soucasn¢é. Marik a Varon (2004) tuto bunéCnou smrt ddvaji do souvislosti
s excitatnimi N-methyl-D aspartatovymi receptory (NMDA), jejichz nadmérné ¢innost poskozuje
neuron i zvySenim intracelularni koncentrace vapenatych iontl. Aby nedochazelo k smrti
neuralnich buniek, je nutné zachvat co nejdiive zastavit.

Na zaklad¢ klinickych a EEG projevii miizeme vysledovat dva zdkladni druhy epilepsii —
parcialni epilepsie, jejichz vyskyt je pfevazujici, a primarné generalizované epilepsie, u nichZ neni
mozné nalézt primarni lozisko zachvatu a jichz epileptogenni aktivita je zaznamenana na celém

povrchu mozku (VeliSek et al., 1992). Vznik loziska mlze byt podminén inzultem mozkové tkané
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(nddor, ischemie, uraz hlavy, zanét CNS), ale i Cisté geneticky (Marik, Varon, 2004). Je vSak
dilezité zminit, ze epileptogenni loziska nemusi obsahovat morfologicky zménéné buiky, ale
porucha excitability mtize byt funkéni. Mechanismus vzniku patologickych impulzi z mozku je
vzdy podobny, a tim je porucha iontovych tok na membrané (Velisek et al., 1992). Tato porucha
muze vzniknout blokem GABA, chloridového kanalu, nedostatku hotecnatych a chloridovych
iontll v extracelularnim prostredi aj.

Pojem zachvatova pohotovost vyjadiuje troven rovnovahy mezi excitaci a inhibici v mozku
(Jedlicka et al., 2005). Ta je ovliviiovana dédi¢nosti, stupném bdélosti, zralosti mozku,
hormonalnim stavem organismu aj. Dé&tsky nezraly mozek ma veétsi schopnost generovat
epilepticky zachvat, nez dospély ¢lovek, a proto je i nejvice pacientll s epilepsii mezi détmi
(Velisek et al., 1992). Zvlastnim typem epilepsie jsou absence u idiopatické generalizované
epilepsie. Zde neni vhodné vyuzivat 1éky podporujici inhibici neuronti, protoze synchronizované
salvy neurondlnich signali vyvolavaji naslednou hyperpolarizaci talamokortikélnich neuront, po

jichz odeznéni vzniknou nové excitaéni salvy (Jedlicka et al., 2005).

3.2 Mechanismus neuroinhibi¢niho piisobeni antiepileptik

Mnoho AED pisobi na synapsich pomoci vice mechanismil a je mozné je kromé epilepsie
vyuzit k 1é€b¢é migrén, neuropatické bolesti, bipolarnich poruch, schizofrenie, tizkosti, manie,
tremoru aj. (Landmark, 2007). AED prochézela a stile prochazeji vyvojem, ktery ma vést ke
zvySovani jejich ucinnosti a snizovani vedlejSich Uc€inkli. Rozdé€leni do vyvojovych skupin
nékterych antiepileptik zminénych v této praci nebo v uvedenych ¢lancich znézornuje tabulka 1.
Porovnavajici studie naznacuji pritkazné vyhody novych antiepileptik oproti tradi¢nim (LaRoche,
Helmers, 2004). Vyhodou vétSiny z nich je sniZzena toxicita a reaktibilita s 1éky metabolizovanymi

v jatrech. Nevyhodou je jejich finan¢ni ndkladnost (LaRoche, Helmers, 2004).
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Klasicka AED Moderni AED Nova AED Potencialni AED

Fenobarbital Benzodiazepiny | Felbamate Ganaxolon
Fenytoin Carbamazepin | Gabapentin Pregabalin
Oxazolidiny Valproat Lamotrigin Remacemide
Ethosuximid Levetiracetam | Stiripentol
Oxcarbazepin | Brivaracetam
Tiagabin Lacosamid
Topiramat
Vigabatrin
Zonisamid

Tabulka 1 Rozd¢leni AED dle historického vyvoje (LaRoche, Helmers, 2004; Willmore, 2000).

V nékteré literature se tyto podskupiny oznacuji jako 1éky 1. — 4. Generace.

Jak bylo jiz uvedeno, mechanismy plsobeni AED jsou mnohocetné (Obrazek 2). V této
kapitole zminim jen ty zdkladni inhibi¢ni procesy. Jednou z moZnosti ovlivnéni neuronu je
blokdda napétové fizenych kanali pro sodikové ionty. Tim se snizuje depolarizace na
postsynaptické memrané. Na tyto kandly vyznamnéji pisobi napf. carbamazepin, fenytoin,
felbamat, topiramat, lamotrigin, oxcarbazepin a zonisamid (Landmark, 2007). Felbamat,
lamotrigin, topiramat, zonisamid (LaRoche, Helmers, 2004) a pregabalin (Stegpien et al., 2005)
blokuji napét'ove fizené kanaly pro vapenaté ionty.

Dalsi zptisob inhibice se zaméfuje na glutamatergni synapse. Bud” AED ptisobi piimo proti
uvolnovani glutamétu z vesikul, nebo je inhibi¢ni pisobeni zajisténo blokadou napét'ove fizenych
sodikovych, draselnych a vapenatych iontovych kanalt (Wojtal et al., 2006). Levetiracetam a jeho
analogy uCinkuji na synapticky vesikularni protein (SV2A) (Rogawski, 2006). Tento protein je
soucasti glutamatovych vesikul (Landmark, 2007). Neni zcela jasné, jakym zplisobem tato vazba
pusobi inhibicné, nicméné se predpokladé vliv na exocytozu, kterou se glutamat uvoliiuje z bunky.
Glutamat se miiZe navazat na 4 skupiny receptorli: metabotropni receptory a 3 typy ionotropnich
receptori.  N-methyl-D-aspartatovy (NMDA) receptor, a-amino-3-hydroxy-5-isoxazole-4-
propionatovy (AMPA) receptor a kainatovy (KA) receptor (Wojtal et al., 2006). Posledni dva typy

receptorii jsou oznaGovany jako non-NMDA receptory. Uloha NMDA receptori je dilezita
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v procesech uceni, paméti, motoriky, senzoriky i chovani (Mikulecka, Mares, 2001) a utvareni
synaptické plasticity (Wojtal et al., 2006). Non-NMDA receptory se staraji o rychly synapticky
prenos a aktivuji pfedevsim sodikové a draselné kanaly (Wojtal et al., 2006). AMPA receptory jsou
klicové pfi Sifeni zachvatu (Landmark, 2007). Wojtal et al. (2006) uvadi, ze antagonist¢ NMDA
receptori maji vyrazné vedlejsi ucinky, a proto je vhodngj$i vyuzit antagonisty AMPA a KA
receptord, napft. topiramat (LaRoche, Helmers, 2004; Stepien et al., 2005).

Antiepileptika zaméfena na GABA receptory positivné moduluji ¢innost GABA. Tiagabin
specificky blokuje zpétné vychytavani GABA na presynaptické membrané neuronu i gliovych
bun¢k (Bialer et al., 2007). Stiripentol posiluje vyplavovani GABA a prodluzuje aktivaci GABA-
A receptoru (Biaer et al, 2007; Willmore, 2000). Benzodiazepiny allostericky ptsobi na «
podjednotku GABA-A receptoru a zvysuji frekvenci otevirani chloridovych kanald. Jejich ucinky
maji vyrazny sedativni a anxiolyticky charakter. Barbituraty se vazi na odlisné vazebné misto nez
benzodiazepiny a prodluzuji dobu, po kterou je chloridovy kanal otevieny. V neposledni fad¢ na
GABA-A receptor allostericky ptsobi neuroaktivni steroidy, naptf. ganaxolon, které zesiluji
ucinnost GABA (Rogawski, 2006).

U nékterych AED se zatim nevi pfesny mechanismus uc€inku, pies jejich prokézany
antikonvulzivni efekt. Jednim z nich je i valproat, ktery je jako jeden z mala 1¢kti uc¢inny jak proti
parcidlnim, tak i proti generalizovanym zachvatim (LaRoche, Helmers, 2004, Rogawski, 2006).
GABAergni mechanismy posiluje ovliviiovnénim nitrobunéénych signaliza¢nich molekul.
Podporuje tvorbu GABA a inhibuje jeji metabolizovani (Landmark, 2007). Vyraznou nevyhodou
jsou jeho teratogenni vedlej$i uc¢inky, proto vznikaji jeho vice ¢i méné podobné variace
(Rogawski, 2006). Podobné jsou na tom znalosti o gabapentinu. Studie ukézaly, ze gabapentin
zvySuje obsah GABA v neuronalni tkani, vaze se na kandaly pro vapenaté ionty (Stegpien et al.,
2005) a na GABA-A receptor (Landmark, 2007), nicméné Bialer et al. (2007) ptedpokladaji, ze
pusobi jinak, néz pres GABAergni receptor. Rozmanité u¢inky tohoto 1éku se vyuzivaji nejen u
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refrakternich parcidlnich i generalizovanych epilepsii, ale i u neepileptickych diagnéz jako je
neuropaticka bolest.

Craig (1996) na zaklad¢ svych pokust na mysSich dosel k zavéru, Ze steroidni latky jsou
obecné¢ méné antikonvulzivné ucinné nez nesteroidni slouceniny. Pfesto nepopira jejich mozné
vyuziti do budoucna, pficemz dokézal, Ze hormonalni aktivita neuroaktivnich steroidi nema vliv
na antikonvulzivni efekt danych latek. Sedlacek et al. (2008) sleduji chovani neuroaktivnich
steroidli na ionotropnich receptorech, konkrétné¢ na pregnanolonu a pregnenolonu, které by
v budoucnosti mohly nabidnout dal§i moznosti pro pusobeni prostfednictvim glutamatergnich

receptord.

Inhibitory synapse Excitatory synapse

Levetiracetam

Gatt

Lamotrigine
Oxcarbazepine
Gabapentin
Pregabalin
6LU Topiramate

\". / / Felbamate
&

GABA-€—=SSA
Glial cell

Topiramate
Gabapentin

(Carbamazepine
Oxcarbazepine

Phenytoin N
Lamotrigine 7 ‘ ‘
Felbamate -

Topiramate

Postsynaptic neuron

Obriazek 2 Hlavni mechanismy plisobeni AED (Landmark, 2006) pfetisténo s laskavym svolenim
autorky. Cerné &tverce oznaluji proteiny zpétné vychytavajici GABA a glutamat (GLU). Sedivé

jsou oznaceny metabotropni receptory.
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3.3 Procesy na GABAergnich receptorech

GABA je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem v CNS a je uvoliiovana GABAergnimi
neurony (Marik, Varon, 2004). Tato aminokyselina se vdze na 2 typy iontoropnich receptort
(GABA-A, GABA-C) a 1 typ metabotropnich receptorii (GABA-B). GABA receptory jsou
makromolekularni proteiny, na kterych je mnoho specifickych vazebnych mist pro rtzné
molekuly. Strukturdlni odliSnost jednotlivych typit GABA receptorii vede k rozdilné
farmakologické senzitivit¢ a tim i k rozdilné vysledné aktivité. Historie rozliSovani téchto tii
receptort reagujicich na GABA se odvijela pravé od odhalovani jejich specifickych agonistt a
antagonistd (Martin, Dunn, 2002).

GABA-B receptory se skladaji ze dvou podjednotek (Jorgensen, 2005) a nachazeji se na
presynaptickych zakoncéenich a na postsynaptickych membranach (Meldrum, 1989). Kromé celého
CNS se nachazeji i na perifernich zakoncenich autonomnich nervii (Martin, Dunn, 2002). Pies G
protein oteviraji draselné kanaly, kterymi se vyrovnava intra- a extracelularni koncentrace
drasliku, a tim dochazi k hyperpolarizaci neuronu. GABA-B receptory omezenim aktivity adenyl
cyklazy snizuji prostupnost pro Ca*" (Meldrum, 1989) a svou prokazatelnou roli maji v modulaci
uvolnovani neurotransmiteru (Martin, Dunn, 2002). Na téchto receptorech je pro GABA agonistou
baclofen vyuzivany k 1€¢bé spasticity (Martin, Dunn, 2002).

GABA-C receptory stejné jako GABA-A receptory svou pentamerni strukturou tvofi na
postsynaptické membrané iontovy chloridovy kanal, ktery se po navazani GABA otevie a umozni
vstup chloridovych ionti do bunky. Oproti GABA-A receptoru vsak iniciace chloridového toku
naskakuje pomaleji, ale jejich aktivita je delsi a siln&jsi. Diky své odlisné struktute podjednotek se
lis$i 1 svymi agonisty a antagonisty. Napiiklad zde nejsou vazebna mista pro benzodiazepiny,
barbituraty a neuroaktivni steroidy (Martin, Dunn, 2002).

GABA-A receptory jsou slozené z péti podjednotek — nejcastéji al, B2, al, B2, y2 - které
zaroven tvori sténu pro chloridovy kanal v membrané neuronu (Obrazek 3) (Olsen, Tobin, 2005).
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Pro GABA se vazebna mista nachazeji na a-p rozhrani. Mizou mit rizn¢ velikou afinitu (Martin,
Dunn, 2002). Pti aktivaci GABA-A receptoru se zméni prostorové usporadani na membrané a
otevie se iontovy kanal pro chloridové ionty, které v zavislosti na elektrochemickém gradientu
prestupuji pres membranu, stabilizuji klidovy membranovy potencidl a ztézuji tak vznik akéniho
potencidlu (Martin, Dunn, 2002). Jorgensen (2005) zminuje 2 typy inhibice, které mohou byt
pomoci GABA vyvolané. Jednak je to uz vyse popsand hyperpolariza¢ni inhibice, zpisobena
influxem chloridovych iontt, jednak je to tzv. depolarizacni inhibice. Stava se tak u bunek, které
maji v intracelularnim prostoru vice chloridovych iontl, nez by odpovidalo rovnovaznému stavu.
Pii otevieni iontovych kandli proto dochazi k efluxu chloridovych ionti a k depolarizaci
membrany. Oteviené chloridové kanaly udrzuji koncentraci chloridovych iontli v rovnovazném
stavu, a tim brani dal$i depolarizaci. Tento proces zarovei inaktivuje sodikové kandly (Jorgensen,
2005).

Struktura GABA-A receptort vSak neni v celém mozku jednotnd. Jsou zde pfitomny rtizné
podtypy, které se lisi jednim nebo vice polypeptidy (tedy i poskytovanymi vazebnymi misty) a
svym umisténim na neuronu nebo v ur¢ité oblast mozku (Olsen, Tobin, 1990). Tyto variace
GABA-A receptoru ovliviiyji i farmakologickou regulacni aktivitu u jendotlivych podtypt, coz
otevira moznosti specifické inhibice (Lazzaro et al., 2006). Vysokou afinitu vykazuji GABA-A
receptory vuci benzodiazepinim, barbituratim a nékterym steroidim a anestetikim (Marik,
Varon, 2004). Neurosteroidy (napf. allopregnanolon) ze svého odlisného vazebného mista zvysSuji
délku i frekvenci otevieni chloridového kandlu a ve vysokych koncentracich ho pfimo aktivuji
(Martin, Dunn, 2002). Modula¢ni role agonistii je na GABA-A receptorech velice dulezita,

protoze snizuji desensitizaci viici GABA (Martin, Dunn, 2002).
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Obrazek 3 Struktura GABA-A receptoru (Unwin, 2005). Na hornim obrazku je zndzornény svisly
prifez postsynaptickou membranou s vazebnymi ligandy. Na dolnim obrazku pohled shora na
GABA-A receptor s chloridovym kandlem uprostfed a vyznacenymi vazebnymi misty pro

kyselinu gama-amino-maselnou (GABA) a benzodiazepiny (BZ) na rozhrani podjednotek.
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4 POSTNATALNI MOTORICKY VYVOJ LABORATORNICH POTKANU

V POROVNANI S CLOVEKEM

Mléad’ata laboratornich potkant i lidi se rodi s nezralym CNS. Dle druhové specifickych
genetickych vzoril automaticky dochézi k postupnému vyvoji motorickych funkei a reflexti (Vojta,
1995). U potkand je rozvoj sensomotorické kiry nejrychlej$i mezi 12. a 20. dnem zivota
(Westerga, Gramsbergen, 1990), kde nultym dnem zivota se mysli den narozeni. Prvni tfi tydny
jsou také zasadni pro myelinizaci nervovych vldken, zrychluje se vedeni perifernimi nervy, avsak
oproti lidskému mozku se u potkand uz pftili§ nelisi pocet mozkovych bunck a jejich organizace
(Westerga, Gramsbergen, 1990). Stejné jako je tomu u clovéka, dozravd mozecek potkana
nejpozdéji, a to mezi 10. a 17. dnem (Westerga, Gramsbergen, 1990) oproti Sesti letim u ditéte.

Motoricky vyvoj, ktery vede k dospélé kvadrupedalni lokomoci, je charakterizovan
postupnym antigravitacnim zapojenim svall krku, trupu a extensorti koncetin (Altman, Sudarshan,
1975). Stejné jako u cloveéka tento vyvoj probihd kranio-kaudéalné a jako prvni pfedpoklad pro
dalsi vyvoj lokomoce je posturdlni stabilizace trupu, kterd na pocatku umozni antigravitacni
zvednuti hlavy a ramen nad podlozku (Gramsbergen, 1998). Tato schopnost se vyviji v prvnim
tydnu zivota potkana (Altman, Sudarshan, 1975). Gramsbergen (1998) uvadi, Ze trvalejsi aktivita
dlouhych zddovych svali je na EMG patrna od 15 dnl a je charakteristickd ve vztahu ke
krokovému cyklu. Do tohoto véku je aktivita zddovych svalll nepravidelnd. Ve véku 21 dnli by
uroven posturalni kontroly méla byt srovnatelna s dospélym jedincem. Altman a Sudarshan (1975)
zmifnuji tfi mechanismy periferni regulace posturalni kontroly a to prostfednictvim vestibularniho
systému, exterocepce a propriocepce. Vyvojove nestarsi funkei diky dozrani prodlouzené michy je
funkce vestibularni, ktera se testuje pomoci righting reflex testu a negative geotaxis testu. Naopak

proprioceptivni funkce tizce spojené s funkci mozecku se vyvijeji déle a jsou sledovatelné na
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koordinaci zadnich koncetin v poskocich.

Ptes specificitu druhu Ize vypozorovat urcité paralely ve vyvoji potkana a clovéka, kterych
je pak mozno s vyhodou vyuzit pfi laboratornim testovani farmak. Motorické srovnavani je vSak
v tomto sméru velice obtizné, protoze potkani se rodi s vyvinutéj§imi motorickymi dovednostmi
pred zaostavajicimi senzorickymi funkcemi (Tabulka 2). U ¢lovéka je tento vztah piesné opacny.
Porovnani se tedy fidi elektrofyziologickymi pozorovanimi a navenek pak senzorickymi
schopnostmi a psychosocidlnim chovanim. Pevnymi mezniky ve srovnavani potkana a Cloveéka
jsou 12. a 35. den. Mlad’¢ potkana dosahuje tirovné¢ zralosti mozku novorozence mezi 10-12 dnem
zivota, kdy se u néj objevuje prvni korova odpovéd’ na svételny zablesk (Velisek et al., 1992).
Puberta u potkana zacina v 35. dnu oproti 11 rokim u divek, resp. 12 rokiim u chlapct
se budeme vénovat predevSim tfem stupnim vyvoje potkana, které se vyuzivaji pro testovani

motoriky a které jsme vyuzili i my pii testovani vedlejsich ucinkl ganaxolonu.

4.1 Dvanactidenni mlad’ata laboratorniho potkana

Jak jiz bylo feCeno, tento vek zralosti mozku odpovida lidskému novorozenci. Ve 12 dnech
je potkan jiz velmi Cily, ackoliv jesté nevidi — ma zaviené o¢i - a nereaguje na bézné sluchové
podnéty (Bolles, Woods, 1964). Jiz kratce po narozeni se mlad’ata dokazi pohybovat po vzoru
tulenéni ze 7,5 mési¢niho lidského modelu, kdy tdhnou zadnich koncetiny volné za té€lem. Ve tfech
dnech se pfesouva opora i na zadni koncetiny, ale télo se stale tdhne po podlozce, coz v urcitém
stupni pretrvava az do poloviny 2. tydne (Westerga, Gramsbergen, 1990). Tento typ lokomoce by
odpovidal lidskému lezeni, tedy 9 mésictim Zivota ¢lovéka (Wood et al., 2003). Nicméné¢ od 11
dnti u potkanli pozorujeme stabilni stoj a vyvoj dospé€lé kvadrupedalni chiize, kterou predvadi i
12-denni potkan, u kterého je chlize pirevazujicim zptisobem lokomoce (Altman, Sudarshan, 1975;

Bolles, Woods, 1964). Z hlediska motorické ontogeneze odpovida tato faze vyvoje zhruba 13
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meésicim veéku ditéte (Wood et al., 2003). V tomto véku se potkan umi pretdCet ze supinacni
polohy, umi poposkocit, dokaze zvednout jednu predni koncetinu bez ztraty rovnovahy a zacina si
prohledavat klec.

V reakci na pretoCeni na zada (righting reflex test) uz briskné zareaguji supinaci téla, ale
zatim bez koordinace zadnich koncetin (Altman, Sudarshan, 1975). Pii negative geotaxis testu

jsou potkani schopni otocit se 0 180° od 5. dne (Altman, Sudarshan, 1975).

4.2 Osmnactidenni mlad’ata laboratorniho potkana

V tomto véku jsou potkani velice aktivni a rychle stfidaji rizné Cinnosti (Bolles, Woods,
1964). Potkani vidi, vyuzivaji kvadrupedalni chiizi a diky tomu se rychle rozviji jejich poznavaci
schopnosti. Pro obdobi 14-28 dnt s maximem kolem 21 dnt je typickd ziva socialni interakce
mezi potkany hrou, kdy si potkani zacinaji vytvaret svou socialni pozici, u¢i se komunikovat a
reagovat s okolim (Wood et al., 2003). Toto obdobi odpovida predskolnimu veéku ditéte 4-6 let,
kdy je pro dité typické rychlé stiidani riznych forem pohybu, vysoka dynamika motorického
chovani ptfedev§im hrou. ZlepSuje se pohybova koordinace a zru¢nost, coZ se projevuje na
schopnosti provadét aktivity jako je jizda na kole, hazeni s mi¢em, kresleni. Dité tohoto veéku se

socializuje, je velice zvidavé a ziskava vlastni indentitu a sebevédomi (Vagnerova, 2005).

4.3 Dvacetipétidenni mlad’ata laboratorniho potkana

Ve 25. dnu zivota potkana stale pretrvava velmi aktivni a az ,,zbésilé™ chovani, ve kterém
pfevazuje boj se svym sourozenci. Od 20. dne je téméf nemozné potkana polozit na zada, protoze
se zvladné otocit uz ve vzduchu (Altman, Sudarshan, 1975). 25-denni potkani by se rovnéz méli
ve 100% procentech ptipadl udrzet pii poveéséni na hrazdu a zaroven by se u vétSiny méla objevit
schopnost tchopu i zadnim konc¢etinami. Pfi testovani negative geotaxis testu se potkan neotoci o

180°, protoze vétsSinou rovnou vyleze ven ztestovaciho zafizeni, proto se u nich tento test
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nevysetfuje. Tento vék odpovidd mladSimu skolnimu véku ditéte, respektive obdobi mezi zhruba
6. a 12. rokem Zzivota (Alaverdashvili et al., 2005). Dé&ti tohoto stari vykazuji vysokou potiebu
pohybu nadale zprosttedkovaného predevsim hrou. Vyviji se u nich ¢asoprostorova koordinace,
rozvoj rovnovaznych funkci a zautomatizovanych pohybu. Toto obdobi je dilezité z hlediska

utvareni sebehodnoceni, rozvoje sebepojeti a sebeovladani a tim i1 schopnosti feSit tkoly

v kolektivu.
[VEK (dnyi Motorické schopnosti Senzorické schopnosti Behavioralni schopnosti
1 vlec¢e DKK za sebou
4 zvednuti hlavy, ramen nad podlozku
pocatky posazovani
plazenise
6 pfilezeni udrzi hlavu nad podloZkou

lezeni pies prekazky

7 pocatek komunikace UZ

10 otoceni ze supinacni polohy
pocatky chtize
11 stabilni stoj

12 poskoéeni déle se myje
prohledavaniklece

zvednuti jedné predni koncetiny

pocatek rekace na sluchovy

13 béh podnét olizuje sitélo
14 chiize pfevlada v lokomoci CasteCné otevieni oCi pocatek boje mezi mlad’aty
15 stojna 3 opérnych bodech drbe se, ji pevnou stravu

pohyb hlavou i béhem chize

16 postavenise ke zdi
sed bez opory ptednich KK

rychly béh
17 vsedé prace s prednima KK efektivné se napije
18 vzpiimeni kréni patefe uplné otevieni o¢i hyperaktivita
lezeni po sténach klece mlad’ata se perou

kratké postavenina zadni KK

19 zaznamenani pozorovatele
konsistentni uchop pii zavéSenina
21 lano konec komunikace UZ
odstaveni od matky
22 lezeni po stropé klece
23 freezing jako reakce na hluk |¢astéji se myji, ceSou se
24 lezeni po latce
25 kradou sipotravu

Tabulka 2 Souhrnny pohled na vyvoj laboratorniho potkana béhem prvnich 25 dnl postnatalniho
zivota (Altman, Sudarshan, 1975; Bolles, Woods, 1964; Gramsbergen, 1998). (Pozn. N¢které

casove udaje jsou pouze orientacni, protoze se u riznych autorit mirné lisi).
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5 CILE A HYPOTEZY

Cilem této diplomoveé prace bylo zjistit vliv ganaxolonu na motoriku mlad’at laboratornich
potkanti pomoci motorickych testii vychéazejicich z dosazeného stupné jejich vyvoje. S kontrolni
skupinou byli porovnavani potkani s dvéma riznymi ddvkami ganaxolonu. Vyuzili jsme tii
rozdilnych vékovych kategorii pro zjisténi piipadnych rozdili reakci nejen mezi skupinami

s odlisnou davkou GNX, ale i1 pro zjisténi vékové determinace.

Hypotéza 1
Ho, Motorika potkanti se po aplikaci latky signifikatné neméni.

Ha Motorika potkanti se po aplikaci latky zméni nejméné v jednom z provedenych testti.

Hypotéza 2
Hy Neni rozdil mezi vedlejsimi ucinky u jednotlivych vékovych kategoriich.

Ha Vedlejsi ucinky jsou u rtiznych vékovych kategorii odlisné.

Hypotéza 3

Ho, U mladsich jedinct nejsou vedlejsi ucinky patrnéjsi.

Ha U mladsich jedinct jsou vedlejsi t€inky vyraznéjsi nez u starSich potkanti.
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6 METODIKA

Experiment byl provadén v ramci feseni grantu GACR 203/06/1605 Fyziologického tstavu
Akademie véd Ceské republiky (FGU AV CR). Byl schvalen Odbornou komisi FGU AV CR, Ze je
vsouladu se zdkonem CR o ochrané zvifat a podle standardii humanni péée a vyuZzivani
laboratornich zvifat. Testovani probihalo v zatemnéné mistnosti s umélym osvétlenim, klimatizaci
udrzujici stalou teplotu 23°C a sodvétravanim. Motorické testy provadél, sledoval a
vyhodnocoval stejny ¢lovék vzdy v odpolednich hodindch mezi 13. a 17. hodinou.

Spolu se statisticky vyuzitelnymi ciselnymi vysledky bylo provadéno subjektivni
hodnoceni potkanii ve smyslu zjiSténi hypotonie, zmén rovnovaznych funkci a miry aktivity
béhem testli. Ataxie, dyskoordinace a pasivita byla vzdy posuzovana pii opakovaném méteni.
Vysledkem bylo hodnoceni zmény ve smyslu ano (objevila se zména v daném parametru) nebo ne
(neobjevila se zména v daném parametru). Pozitivni hodnoceni bylo uvazovano pouze v
pfipadech, v kterych byla dand pohybova zména pievazujici v celém testu a byla-li vyrazné

rozdilnd mezi méfenim pied a po podani GNX.

6.1 Vybér zvirat

K pokusu byli vyuZiti samecci bilych laboratornich potkani druhu Wistar. Chovéni byli
v prosttedi o teploté 22+1°C, o 55+5 % vlhkosti a s pravidelnym 12 hodinovym osvétlenim (6:00
— 18:00). Potkani méli permanentni ptistup k potravé a vod¢, vyjma v pritb¢hu testu.

Potkani byli po narozeni rozdéleni do skupin po 10 sameccich s jednou matkou. Testovano
bylo celkem 90 potkanti — tficet 12-dennich, tficet 18-dennich a tficet 25-dennich. V&kové skupiny
byly rozdéleny do tii dalSich podskupin — kontrolni skupina, skupina s davkou ganaxolonu 20 mg/
kg a skupina s davkou 40 mg/kg. Tyto podskupiny byly zahrnuty v kazdém testovaném vrhu

potkanti. VSichni potkani byli k pokusu pouziti pouze jednou.
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6.2 Testy motorickych dovednosti

Pro pokus byly vybrany 4 motorické testy podle Altmana a Sudarshana (1975) a Mikulecké
a Marese (2002) vypovidajici o dozravani CNS. Testy byly provadény vzdy ve stejném potadi.
Testovani probihalo u kazdého potkana dvakrat, tzn. pted aplikaci zkoumané latky a 30 minut po
aplikaci. Pfidano bylo navic sledovani pohybu potkana ve vyhrazeném prostoru — open field test —
na zavér druhého testovani. Vzhledem ke schopnostem vdzanym na v€k potkana nebyl u 12-

dennich potkant testovan open field test a u 25-dennich potkanti negative geotaxis test.

6.2.1 Surface righting test

Potkan byl pfetocen zady na podlozku do supinacni polohy. Sledovali jsme rychlost a
koordinaci pfetoceni zpét na bticho. Koordinované pieto¢eni do pronacni polohy do 1 sekundy
bylo hodnoceno cislem 1 jako uspésné splnéni testu. Numericky vyssi hodnoty ziskali potkani

vykazujici v prab¢hu testu delsi latenci.

6.2.2 Negative geotaxis test
Potkan byl umistén hlavou doli na Sikmou plochu s hrubym povrchem se sklonem 30°.

Byl méfen Cas, za ktery se potkan oto¢i o 180° hlavou vzhtiru.

6.2.3 Wire mesh ascending test

Pro test byla vyuzita ploSina miizovité stuktury s 10mm otvory, dlouha 45 cm a Sirokd 15
cm. Umistili jsme ji Sikmo v uhlu 70° spodnim koncem k okraji stolu, hornim koncem
k vodorovné rampé. Miiz byla rozd€lena do 4 pasem od 1. pasma nejnize po 4. pasmo nejvyse od
podlozky. Potkan byl polozen vSemi koncetinami na zacatek miize v prvnim pasmu. Béhem 60
sekundového casového limitu se méfilo, do jakého pasma byl potkan schopen dolézt, ptipadné

jestli vylezl na rampu (ohodnoceno stupném 5), podatilo-li se mu vylézt z mfize na stil a nebo
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jestli spadnul. V poslednich dvou eventualitach test skoncil pfedcasné a nebyl vyhodnocen.

6.2.4 Bar holding test

Potkan byl pfednimi koncetinami zavéSen na dievénou 25 cm dlouhou hrazdu — ty¢ — o
praméru 1 cm. Potkan byl po zavéSeni jemné stazen smérem k zemi za zadni koncetiny, aby doslo
k napnuti pfednich koncetin a svali kolem ramen a tim k aktivaci tchopového reflexu
(Alaverdashvili, Kubova, Mares, 2005). Hrazda byla ve vodorovné poloze umisténa ve vysce 25
cm nad podlozkou. Test trval 120 sekund. M¢tilo se jak dlouho potkan vydrzi viset na hrazd¢ a

jestli byl schopny pfitahnout zadni koncetiny na ty¢.

6.2.5 Open field test

Potkan byl umistén do ¢erné nadoby ¢Etvercového ptidorysu 50x50 cm s neprisvitnymi
sténami vysokymi 30 cm a s odkrytym stropem. Potkan byl umistén doprostfed prostoru a byl
pomoci kamery (Panasonic Wv BP330) zavéSené 1 metr nad stfedem sledovaného prostoru
sniman po dobu 5 minut. Nahrand sekvence byla nésledné zpracovana pomoci programu
EthoVision XT (© Noldus Information Technology). Snimana plocha byla rozdélena do Sestnacti
stejnych ¢tverclh mezi kterymi byly oznafeny 4 centralni Ctverce a 12 ¢tvercti obvodovych,
z kterych byly zvlast oznaceny jesté 4 rohové Ctverce. Méfili jsme Cas, za ktery potkan opustil
centralni prostor, do kterého byl na zacatku pokusu umistén. Software pak vyhodnotil primérnou
rychlost, kterou se potkan pohyboval, a vzdalenost, kterou usel. Na zakladé ¢tvercového rozdéleni
meétfeného pole jsme ziskali informace o ¢asu stradveném v jednotlivych vymezenych prostorech,
predevsim na periferii a v rozich. Vysetiovaci plocha byla po kazdém méieni ocisténa vlhkym

kusem latky, aby se omezilo ovlivnéni testu pachovymi stopami.
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6.3 Aplikovana latka

Sledovanou latkou byl ganaxolon (Sigma, St. Louis, Missouri) aplikovany jednorazové
injekéné intraperitonealné v davece 20 mg/kg pro prvni skupinu potkant, 40 mg/kg pro druhou
skupinu. Kontrolni skupina dostavala 8 ml/kg fyziologického roztoku. Suspenzni smé€s GNX byla
namichdna v koncentraci Smg/ml  ve sloZeni GNX, kapka  Tween 80

(polyoxyethylensorbitanmonooleét neboli polysorbat 80) a fyziologicky roztok.

6.4 Statistické zpracovani dat

Naméfend data vSech vySe uvedenych testi byla zpracovéana statistickym softwarem
SigmaStat (SigmaStat® SPSS). VSechna data prosla Gpravou deskriptivni statistikou ur¢enou pro
statisticky soubor s jednim argumentem. Program vZzdy testoval normalitu distribuce hodnot. Pro
zhodnoceni vysledkli byla vyuZita jednosmérna analyza rozptylu — one way ANOVA, pomoci
které jsme zjiStovali odliSnost pruméri naméfenych hodnot jednoho testu u tii riznych skupin —
kontrolni skupina, skupina s ddvkou 20 mg/kg a skupina s davkou 40 mg/kg daného véku. Parovy
t-test byl vyuZit pro porovnani zmén pred a po aplikaci latky u jedné podskupiny. Cetnost vyskytu
jednotlivych fenoménd byla testovana Fisherovym exaktnim testem. Hladina statistické

vyznamnosti byla u vSech testll uréena na 5%, respektive P<0,05.
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7 VYSLEDKY

Z technickych davodi byli z90 potkanti dva vytazeni pied kontrolnim méfenim a
vyhodnoceno proto bylo pouze 88 potkanii. Chybéli tedy 2 potkani v kontrolni skupiné u 18-
dennich potkanti. V zadném testu neprokazali potkani v ramci subjektivniho hodnoceni vyrazné
zlepSeni koordinace. U potkanii s ddvkou 40 mg/kg byla bez ohledu na vék patrnd sedace (klid,
spavost) a palpacné zjiSténa celkova myorelaxace. Dalsi aspekty subjektivniho hodnoceni jsou

zaznamenany zvlast’ u jednotlivych testu.

7.1 Surface righting test

18-denni ani 25-denni potkani nevykazovali v zddné podskupiné zménu v provedeni
reflexu ptred a po aplikaci ganaxolonu. U 12-dennich potkanti s davkou 40 mg/kg se objevila
vyraznd latence a zpomaleni pii otaeni na biicho. Vysledek byl signifikantni, P=0.008. Rychlost
provedeni neptesdhla 1,5 sekundy. Dyskoordinaci hornich a dolnich koncetin pii subjektivnim

posouzeni vykazalo 5 z 10 potkanti s davkou 40 mg/kg v této skupiné.

7.2 Negative geotaxis test

Signifikantni zmény v délce provedeni testu nevykazala Zadna z poskupin 18 a 25 dennich
potkanti. U jednoho 18 denniho potakana s davkou 20 mg/kg a jednoho 12 denniho potkana
s davkou 40 mg/kg nedoSlo v opakovaném méiené k otoCeni o vice nez 90° a test proto nebyl
vyhodnocen. U 12 dennich potkanti doslo u vSech podskupin k prodlouzeni doby trvani testu
(Obrazek 4). U kontrolni skupiny byl tento vysledek signifikantni, P=0.044, u ostatnich podskupin
tato zména nedosahla hladiny statistické vyznamnosti - pro 20 mg/kg ganaxolonu bylo P=0.081

a pro 40 mg/kg ganaxolonu vysla hladina vyznamnosti P=0.108.
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Negativni geotaxe

— Control 12 d
10 4 === 20 mg/kg
mmmm 40 mg/kg

18 d
10

1 2 sezeni

Obrazek 4 Sloupcovy diagram ukazujici vysledky negative geotaxis testu u 12-dennich potkant
(horni graf) a u 18-dennich potkanti (dolni graf). Na ose X jsou zndzorné€ny vSechny podskupiny
pted injekei (1) a po injekei (2). Osa Y oznacuje €as v sekundach (s), za ktery byl potkan schopen

test provest.

7.3 Wire mesh ascending test

U Zadné podskupiny nebyla shled4na statisticky vyznamna zmeéna v Grovni, kam byli
potkani schopni na Zebtiku dolézt (Obrazek 5). Pady se vyskytovaly pouze u 12-dennich potkanti
(Tabulka 3) a jejich Cetnost se neménila pted a po aplikaci latky, pouze u davky 40 mg/kg doslo
k mirnému sniZeni poc¢tu padi. Schopnost vylézt ven ze zebtiku byla patrnd pouze u dvou starSich

veékovych skupin (Tabulka 4). U 18-dennich potkanil se po aplikaci GNX 20 mg/kg tato schopnost
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mirn¢ snizila. V ramci subjektivniho hodnoceni byla posuzovana napadna zména v aktivité

potkana, kterd se nejvyraznéji objevila u 25-dennich potkani s davkou 40 mg/kg (Tabulka 5).

PAD u WM kontroly 20 mg/kg 40 mg/kg
predinj. | poinj. | pfedinj. | poinj. | pfedinj. | poinj.
12 denni 2/10 2/10 4/10 4/10 3/10 1/10
18 denni 0/8 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
25 denni 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

Tabulka 3 Vyskyt padt u Wire mesh testu. Zlomek vyjadiuje v Citateli po€et padl ve skuping, ve

jmenovateli pocet jedinct ve skuping.

VYLEZNI VEN ZE kontroly 20 mg/kg 40 mg/kg
ZEBRIKU u WM predinj. | poinj. | pfedinj. | poinj. | pfedinj. | poinj.
12 denni 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
18 denni 1/8 1/8 4/10 1/10 2/10 0/10
25 denni 1/10 0/10 0/10 0/10 2/10 1/10

Tabulka 4 Vyskyt jedinct, kterym se u Wire mesh testu (WM) podatilo vylézt ven z testovaciho

zebtiku. Zlomek vyjadfuje pomér mezi potkany, kteti vylezli z Zebtiku, a celkovym poctem

jedinct ve skuping.

VYRAZNA PASIVITA kontroly 20 mg/kg 40 mg/kg
u WM predinj. | poinj. | pfedinj. | poinj. | pfedinj. | poinj.

12 denni 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

18 denni 0/8 0/8 0/10 1/10 0/10 2/10

25 denni 0/10 0/10 0/10 2/10 0/10 3/10

Tabulka 5 Cetnost vyskytu jedinctl, ktefi béhem Wire mesh testu (WM) vykazovali v porovnani

s druhym méfenim vyraznou pasivitu. Zlomek vyjadfuje pomér mezi pasivnimi potkany a

celkovym poctem potkanti ve skuping.
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Obrazek 5 Sloupcovy diagram ukazujici vysledky wire mesh testu u 12-dennich potkana (horni
graf), u 18-dennich potkani (stfedni graf) a u 25-dennich potkanti (dolni graf). Na ose X jsou
znazornény vsechny podskupiny pted injekci (1) a po injekci (2). Osa Y oznacuje stupenn (st) na
zebtiku (1 - 4), do kterého byl potkan schopen vylézt. Stupné 5 potkan doséahl tehdy, vylezl-li az

na plosinu nad Zebtikem.

7.4 Bar holding test
V zadné skupiné nebyl prokazan signifikantni rozdil v dob¢ visu na hrazdé. Rozdily vsak

vznikaly ve schopnosti vylézt na hrazdu (Tabulka 6). U 18-dennich potkant s davkou 40 mg/kg
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byl zpozorovan vyrazny, ne vSak signifikantni ubytek této schopnosti po aplikaci ganaxolonu.
V ramci subjektivniho hodnoceni byla sledovana ataxie zadnich koncetin pii snaze si je pfitdhnout
k hrazd¢ a zachytit se jimi o ni. U 18-dennich potkanti s davkou 40 mg/kg byl shledan

nejvyrazngjsi rozdil v motorickém chovani dolnich koncetin ptfed a po injekci (Tabulka 7). Tento

rozdil v§ak opét nebyl signifikantni.

VYLEZENI NA kontroly 20 mg/kg 40 mg/kg
HRAZDU u BH predinj. | poinj. | pfedinj. | poinj. | pfedinj. | poinj.
12 denni 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
18 denni 0/8 0/8 5/10 4/10 6/10 1/10
25 denni 10/10 10/10 7/10 7/10 4/10 7/10

Tabulka 6 Cetnost vyskytu jedinci, ktefi béhem Bar holding testu (BH) vylezli na hrazdu.
Zlomek vyjadiuje v Citateli pocet potkant ve skuping, kterym se alespon jedenkrat béhem testu

podaftilo vylézt na hrazdu, ve jmenovateli pocet jedinct ve skuping.

ATAXIE ZKK u BH kontroly 20 mg/kg 40 mg/kg
predinj. | poinj. | pfedinj. | poinj. | pfedinj. | poinj.
12 denni 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
18 denni 0/8 0/8 0/10 1/10 0/10 4/10
25 denni 0/10 0/10 0/10 1/10 0/10 2/10

Tabulka 7 Cetnost vyskytu jedincii, ktefi b&hem Bar holding testu (BH) vykazovali v porovnani
s druhym méfenim vyraznou ataxii zadnich koncetin (ZKK) pii snaze zachytit se jimi o hrazdu.
Zlomek vyjadtuje v Citateli pocet jedinct s vyhodnocenou ataxii ve skupin€, ve jmenovateli pocet

jedinct ve skuping.

36



s 120

100
80 -
60
40 4
20

s 120

100 A
80 4
60 -
40 -
20 A

s 120

100 -
80
60 -
40 -
20 |

Hrazda

[ Kontrola
@ 20 mg/kg
40 mg/kg
CI1E e ) O sm
T
T
i
1 2 sezeni

12d

18 d

25d

Obriazek 6 Sloupcovy diagram ukazujici vysledky bar holding testu testu u 12-dennich potkani

(horni graf), u 18-dennich potkant (stfedni graf) a u 25-dennich potkant (dolni graf). Na ose X

jsou zndzornény vSechny podskupiny pted injekci (1) a po injekci (2). Osa Y oznacuje Cas

v sekudndch (s), po ktery byl potkan schopny se udrzet na hrazd€ v rdmci limitu 120 s.

7.5 Open field test

U 18-dennich potkanii nebyl shledan signifikantni rozdil v Zddném z métenych paramterd.

Avsak z technickych divodu byl pocet méfenych potkanti vyrazné sniZzen na 4 potkany v kontrolni

skuping, 7 potkant s davkou 20 mg/kg a 7 potkanl s davkou 40 mg/kg. U 25-dennich potkant

s davkou 40 mg/kg byla velikost ub&hnuté vzdalenosti (Obrazek 7) a primérna rychlost (Obrazek

8) sniZzena. Zména zistala tésné nad hranici statistické vyznamnosi, u obou P=0.052. Ostatni
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parametru testu se signifikantn¢ nelisily (Obrazek 9 a 10).

Open field - vzdalenost

cm 1400

C— Control
== 20 mg/kg

1200 ~ 40 mg/kg

1000 - i -"

800 -

600 -

400 -

200 -

0

18d 25d

Obrazek 7 Sloupcovy diagram ukazujici vysledky méteni ub&hnuté vzdalenosti v ramci open
field testu. Na ose X jsou zndzornény vysledky u 18-dennich potkanti (18 d) a u 25-dennich
potkani (25 d). Osa Y oznacCuje naméfenou vzdalenost v centimetrech (cm) (pozn. méfeni

probihalo pouze po aplikaci injekce).

Open field - rychlost lokomoce

cm/s 5
[ Kontrola
[ 20 mg/kg
4 T N 40 mg/kg
g |
2 4
1 4
0

18d 25d

Obrazek 8 Sloupcovy diagram ukazujici vysledky méteni primérné rychlosti v ramci open field
testu. Na ose X jsou znazornény vysledky u 18-dennich potkana (18 d) a u 25-dennich potkana

(25 d). Osa'Y oznacuje namétenou rychlost v centimetrech za sekundu (cm/s).
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Obrazek 9 Sloupcovy diagram ukazujici vysledky méfeni celkového Casu straveného na periferii
v ramci open field testu. Na ose X jsou zndzornény vysledky u 18-dennich potkani (18 d) a u 25-

dennich potkanti (25 d). Osa Y oznacuje naméteny cas v sekundach (s).

Open field - cas straveny v rozich

s 300

1 Kontrola
= 20 mg/kg
250 A = 40 mg/kg

200 A

150 -

100 +

50 A

18d 25d

Obrazek 10 Sloupcovy diagram ukazujici vysledky méteni celkového Casu straveného v rozich
v ramci open field testu. Na ose X jsou znazornény vysledky u 18-dennich potkanti (18d) a u 25-

dennich potkant (25 d). Osa 'Y oznacuje naméieny ¢as v sekundach (s).
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7.6 Testovani hypotéz
Hypotéza 1
Hy byla odmitnuta vzhledem k signifikantnim zménam v motorickém chovani pti davce 40 mg/kg.

Ha se potvrdila.

Hypotéza 2
H, byla odmitnuta vzhledem k rozdilnym projeviim mezi 12-dennimi a 18-dennimi potkany oproti
25-dennim potkantim.

Ha se potvrdila.

Hypotéza 3

H, ptedpokladajici vyraznéjsi vedlejsi ucinky u mladsich jedinct se nepodatilo odmitnout.

Ha se nepodafilo potvrdit.
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8 DISKUZE

Vyzkumi testujicich G€inky ganaxolonu jiz byla zrealizovdna cela fada. Antikonvulzivni
efekt ganaxolonu byl prokdzan na epileptickych zachvatech u potkanii i na riznych typech
epilepsie u lidi (Carter et al., 1997; Gasior et al., 1997, Kaminski et al., 2004; Kerrigan et al.,
2000; Laxer et al., 2000; Lechtenberg et al., 1996; Liptdkova et al., 2000; Pieribone et al., 2007,
Redy, Rogawski, 2000b). Prozkoumana je i otdzka vedlejSich ucinkl, které zahrnuji zavrat,
poruchy rovnovahy a koordinace, inavu, spavost, sedaci (Lechtenberg et al., 2000; Monaghan et
al., 1996), ataxii (Carter et al., 1997) a anxiolytické ptisobeni (Beekman et al., 1998). U détskych
pacientil byla mezi vedlejSimi ucinky ganaxolonu zminovana spavost, poruchy spanku, nervozita,
zacpa nebo prijem a zména typu zachvatu (Lechtenberg et al., 1996; Pieribone et al., 2007).

Ve vyctu studii zkoumajicich ganaxolon chybi testy na mlad’atech laboratornich potkand.
Jedinou vyjimkou je studie Liptakové et al. (2000), kterd testovala vliv ganaxolonu na jediny typ
zachvatl - primarné generalizované zachvaty vyvolané flurothylem u potkani ve véku 9, 15, 30 a
60 dnii. Posuzovan byl zaroven vliv ganaxolonu na motorické chovani jedincti na podkladé zmén
schopnosti vyuZzivat koncetiny pfi lokomoci a pii otadceni.

Pro nasi studii jsme vyuzili tif v€kovych skupin potkanti - 12, 18 a 25 dnil odpovidajicim
riznym etapam prepubertdlniho vyvoje. Liptdkova et al. (2000) zjistila motorické zmény trvajici
nejdéle do 10 minut po aplikaci ganaxolonu. My jsme kontrolni méteni provadéli 30 minut po
aplikaci ganaxolonu zdivodu vys$i pouzité davky. Carter et al. (1997) uvadi nejvyssi
antikonvulzivni efekt ganaxolonu proti zadchvatim vyvolanym maximalnim elektroSokem, tedy
z testovanych zachvati nejvice rezistentnim viaci 1écbé steroidnimi antiepileptiky, pravé po
uplynuti 30 minut. Potkanim jsme aplikovali ddvku ganaxolonu 20 mg/kg nebo 40 mg/kg.
Velikost davek byla vybrdna na zdklad¢ antikonvulzivni efektivity proti zachvatim vyvolanym

pentylentetrazolem u mlad’at laboratornich potkant, ktera je 40 mg/kg (Mares et al., nabidnuto do
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tisku). U dospé€lého jedince s davkou 40 mg/kg mizeme ocekavat zvysené riziko motorickych
zmén veetné ataxie (Carter et al., 1997), avSak bez hepatotoxicity a nefrotoxicity (Nohria, Giller,
2007). Jestli a v jaké miie budou vedlejs$i u¢inky na motorice pfitomny i u mlad’at potkand s
davkami 20 mg/kg a 40 mg/kg bylo jednou z otazek, kterou jsme si kladli my.

Ganaxolon positivné moduluje GABA-A inhibi¢ni receptor vazbou na specifické vazebné
misto pro neurosteroidy (resp. neuroaktivni steroidy). Tento vliv na CNS mize mit své disledky
ve zmén¢ motorického chovani ve formé nerovnovahy, ataxie a sedace (Carter et al., 1997;
Monaghan et al., 1997). AvSak déti zkousejici ganaxolon v ramci klinickych studii vykazovaly
vedlejsi ucinky jako je spavost, poruchy spanku, nervozita, zacpa nebo prijem a zména typu
zachvatu (Lechtenberg et al., 1996; Pieribone et al., 2007). Motoricky deficit se tedy u nich
neobjevil, nicméné testované davky dosahovaly velikosti maximalné 36 mg/kg (Kerrigan et al.,
2000; Pieribone et al., 2007).

Ataktické zmény jsme podle nasich vysledkii vysledovali pouze u potkani s davkou 40
mg/kg. U 12-dennich potkanii se tendence k ataxii projevila jako dyskoordinace, ale i latence pii
provadéni righting reflexu, kterd se jako jedind ztestG zménila signifikantné. U 18-dennich
potkanil se tendence k ataxii projevila nepiesnosti pfi umistovani zadnich koncetin na hrazdu pii
bar holding testu, kterd se v mensi mife objevila i u 25-dennich mlad’at. Vysledky odpovidaji
zavéram Cartera et al. (1997), ktéti ataxii na rotorod testu u dospélych potkani vyvolali davkou
33, 4 mg/kg, a Liptakové et al. (2000), ktera vysledovala zpomaleni righting reflexu u 9-dennich a
15-dennich potkanti jiz po davkiach 5 mg/kg a 10 mg/kg. Rozdilnost ve velikosti davky
ganaxolonu a reakci na ni u 12-dennich potkani a reakci na nizs$i davky u Liptakové et al. (2000)
muze byt dana jednak odliSnym hodnocenim righting reflexu, ktery vychazi ze subjektivniho
posouzeni, jednak dobou zacatku méfeni, kterd byla v naSem piipad¢é posunuta o 20 minut pozdéji.

U 25-dennich potkanli se hlavni zmény v motorickém chovéani po aplikaci 40 mg/kg

vztahovaly k celkovému snizeni aktivity, coz odrazi pasivita na wire mesh testu, ale i v open
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fieldu. Je nutné podotknout, Ze tato pasivita se neprojevila snizenou vyskou, do které byl potkan
schopen na zebtiku vylézt, ale pohybovou chudosti zaznamenanou pozorovatelem béhem méfeni.
V open field testu byla tato tendence potvrzena vyraznym snizenim ub&hnuté vzdalenosti a
pramérné rychlosti. Namétené vysledky sice tésn¢ nedosahly hladiny statistické vyznamnosti,
nicmén¢ tendence potkanii k celkové sedaci je ziejma. Lze predpokladat, ze pti aplikaci vyssSich
davek, nez 40 mg/kg, by jiz mohlo dojit k signifikantim zméndm 1 v motorice testované v open
fieldu. Vysledky koresponduji s udavanymi sedativnimi u¢inky ganaxolonu u dospélych potkanti
(Carter et al., 1997) i déti (Lechtenberg et al., 1996; Pieribone et al., 2007).

U 18-dennich potkanii s davkou 40 mg/kg se nejvice ze vSech podskupin projevilo
zhorSeni schopnosti vylézt na hrazdu. Tato aktivita je zavisla na schopnosti pfitdhnout zadni
koncetiny k hrudniku a s pomoci souhry vSech ¢tyf koncetin se vySvihnout na hrazdu (Altman,
Sudarshan, 1975). Naruseni této schopnosti mize svéd¢it o poruse koordinace a ¢astecné i svalové
sily. Dovednost konstanté vyuzivat zadni koncetiny timto zplisobem je sice zminovana az od 21
dnti véku potkana (Altman, Sudarshan, 1975), ale vyrazna zména v jediné podskupiné stejné
starych potkand svédci o oslabeni zadnich koncetin, které s velkou pravdépodobnosti nesouvisi
s kolisavymi schopnostmi potkana v tomto véku. Ackoliv nase vysledky hovoii pouze o nédznacich
téchto zmén, Liptakova et al. (2000) zminuje podobné tcinky. U 9-dennich a 15-dennich potkanti
konstatuje oslabeni zadnich koncetin pfi lokomoci po aplikaci 5 mg/kg a 10 mg/kg ganaxolonu.

Liptakova et al. (2000) zjistila vyraznéjsi efekt ganaxolonu u mladsSich vékovych skupin
vztahujici se nejen na antikonvulzivni pasobeni, ale i na motorick¢é zmény. Nasim dal§im cilem
bylo tedy zjistit, zda mira vedlejSich ucinkli bude veékove zavisla. Z vysledka vsak vyplyva, ze
spiSe nez v mife vedlejsich G¢inki se rozdily projevovaly v typech motorickych zmén. Zatimco u
12-dennich a 18-dennich potkant byla dominantni dyskoordinace a ataxie, u 25-dennich potkant
do poptedi nejvice vystoupil celkovy utlum v motorickém chovani. Je vSak tfeba brat v ivahu

veékové rozdily a s nimi spojenou troven senzomotorickych reflexu. 12-denni potkani nemohli byt
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testovani v open fieldu a i hodnoceni jejich aktivity ve smyslu sedace je obtizné, jelikoz v tomto
veku jesté nejsou natolik aktivni jako potkani ve starSich vékovych skupinach. Urcita neobratnost
se u téchto potkanti objevila i v dalSich testech, nicméné nebylo v nich mozné odliSit vyrazné
zmény pied a po aplikaci latky, jako tomu bylo u starSich potkanti. U téch je naopak righting
reflex, negativné ovlivnény u 12 dennich-potkant, natolik vyvinut, Ze vyrazné¢ zmény v provedeni
testu nebyly vypozorovany. Bar holding test poukézal na ataxii zadnich koncetin u 18-dennich
potkanil. Tento jev byl dobie pozorovatelny u potkant, kteti jesté nebyli schopni vylézt na hrazdu.
Potkani, kteti jiz dovedli vylézt na hrazdu, pak totiz mohli po zbytek testu vydrzet v néjaké
statické poloze bez patrnych znamek ataxie. Proto i tato vazba ataxie u bar holding testu na 18-
denni potkany mtze byt mirn¢ zavadéjici. Nicméné v subjektivnim hodnoceni jsme se snazili
sledovat 1 projevy dyskoordinace pfi chiizi po hrazd¢ a v tomto sméru jsme takové potkany sice
vysledovali, ale jejich nemotornost byla pfitomna pted i po aplikaci ganaxolonu a tudiz nebylo
mozné je hodnotit positivné pro pfitomnost ataxie v souvislosti s ganaxolonem.

U nékterych potkanii v urCitych sledovanych parametrech doslo ke zlepseni vysledku po
aplikaci ganaxolonu. Bylo tomu tak u 12-dennich potkant s davkou 40 mg/kg, u kterych se po
aplikaci mirn€ snizil pocet padu z wire meh testu, a u 25-dennich potkant s davkou 40 mg/kg se
zvysil pocet jedinct, ktefi vylezli na hrazdu u bar holding testu. Je pravdépodobné, ze za tato

mirnd zlepSeni mize opakovana expozice testu.
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9 ZAVER

U 88 mlad’at laboratornich potkanti byly vyhodnoceny vedlejsi ucinky ganaxolonu na
motoriku pomoci testli adekvatnich pro jednotliva vyvojova stadia i subjektivniho hodnoceni. Ze
vSech testl se signifikantni zména vyskytla pouze u 12-dennich potkant s davkou ganaxolonu 40
mg/kg, ktefi vykazovali zpomaleni righting reflexu svédcCici o naruseni koordinace pfi otaceni. U
18-dennich a castetn¢ i u 25-dennich potkanli, u obou s ddvkou ganaxolonu 40 mg/kg, byla
shledana tendence k projeviim ataxie a oslabeni zadnich koncetin, které se projevilo pii
subjektivnim hodnoceni snizenim schopnosti pfitdhnout zadni koncetiny k trupu u bar holding
testu a vylézt na hrazdu, ptipadné vylézt ze zebtiku u wire mesh testu. Mirna tendence k pasivité
na wire mesh testu byla vysledovana u 18-dennich i u 25-dennich potkanti po aplikaci 40 mg/kg, u
25-dennich potkant se navic pfi stejné davce ganaxolonu sniZzeni ubehnuté vzdalenosti a praimérné
rychlosti pfiblizilo tésné k hranici statistické vyznamnosti.

Z palpac¢niho dojmu (ndznak myorelaxace) u vSech vékovych kategorii potkanii s ddvkou
40 mg/kg, ze zklidnéni chovani potkant i z celkového dojmu a vysledkl subjektivniho hodnoceni
lze vycist urcité tendence ve zmeén¢ motoriky ve smyslu sedace a ataxie, nicméné z té€chto zavéru
nelze usuzovat, ze by davka 40 mg/kg, a rozhodné uz ne 20 mg/kg, plisobila toxicky na motoriku
mlad’at potkant. Nelze ani potvrdit pivodni predpoklad, Ze u mladSich potkanti budou vedlejsi
ucinky vyraznéjsi nebo odlisné.

Z nasi studie tedy vyplyva, Ze ganaxolon aplikovany v mnozstvi 20 a 40 mg/kg vyraznéji

neovlivituje motoriku mlad’at laboratornich potkanti.
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10 SHRNUTI

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vedlejSi Uc¢inek epalonu a potencialniho
antiepileptika ganaxolonu na motoriku mlad’at laboratornich potkanti. Na zaklad¢ vysledka
ziskanych na mlad’atech potkana lze ocekavat podobné reakce na ganaxolon i u déti. Diplomova
prace obsahuje kapitoly o ganaxalonu, o neuroinhibi¢nim piisobeni antiepileptik a o postnatalnim
vyvoji laboratorniho potkana do 25 dnil v€ku. Pro studii bylo vyuZito 90 potkanti ve v€ku 12, 18 a
25 dnd, které koreluji s vékem novorozence, piedskoldka a ditéte mladsiho Skolniho veku.
Ganaxolon byl aplikovan intraperitonealné v davkach 20 mg/kg a 40 mg/kg a jeho ucinky byly
porovnavany s kontrolni skupinou. Motorické testovani provadéné pied aplikaci a 30 minut po
aplikaci obsahovalo tyto testy: righting test, bar holding test, wire mesh test, negative geotaxis test
a open field test. Vybér testl byl volen sohledem na vyvojovy veék potkana. Subjektivni
hodnoceni motoriky se zamétovalo na posouzeni vyraznych zmén v aktivité, na zndmky ataxie a
dyskoordinace. U zadného testu nebyly vedlej$i ucinky na motoriku signifikantné potvrzeny.
Nicméné Ize ocekavat, Ze pii vysSich davkach ganaxolonu by se jiZ ovlivnéni motoriky projevilo
vyrazngji. Z vysledkl vyplyvé, Ze ucinnd antikonvulzivni ddvka ganaxolonu neplsobi vyrazngjsi

vedlgjsi ucinky na motoriku mlad’at laboratorniho potkana bez ohledu na vék.
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11 SUMMARY

This diploma thesis aims to detecting side effect of a new potencional drug ganaxolon on
the motoric performace of immature rats. On the basis of the results gained from the research
made on immature rats, we can expect similar effects in the population of children. This diploma
thesis consists of the chapters devoted to ganaxolon, to neuroinhibiting mechanisms of the
antiepileptic drugs and finally to the postnatal development of locomotion of a laboratory rat up to
the postnatal day 25. We have tested 90 immature rats of the age 12, 18 and 25 days. These ages
correspond to the new-born, pre-school and early school life periods of children. Ganaxolon was
applied intraperitoneally in doses 20 mg/kg and 40 mg/kg and its effect was compared with a
control group. We have tested motor performance before and 30 minutes after the injection by a
battery of tests which includes the righting test, the bar holding test, the wire mesh test, the
negative geotaxis test and the open field test. Some of the tests were choosen in consideration of
the age of the rats. We have also evaluated markable changes in the degree of activity, symptoms
of ataxia or dyscoordination. Our results show that the effects of ganaxolon on motor performance
are similar to those of solvent. Nevertheles there is expectation of the significant side effect on the
higher doses of ganaxolon which should be studied. The results of our study indicate that the
active anticonvulsive dose of ganaxolone does not cause any significant side-effects in the

motorics of the young laboratory rats and these results are indifferent to the age of the rats studied.
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SEZNAM PRILOH
PRILOHA 1 - Negative geotaxis test

- Znazornéni testovaciho zafizeni a uloZeni potkana na pocatku testu
PRILOHA 2 - Wire mesh test

- Znazornéni testovaciho zafizeni s vyznacenymi stupni na levém okraji
zebtiku

- Bé&hem naSich méfeni nebyl na ploSinu umistovéan kosik se sourozenci jako
je vyobrazeno zde

PRILOHA 3 - Bar holding test

- Znazornéni testovaciho zatizeni — dievéna hrazda zavésena na kovovych
ty¢ich 50 cm nad podlozkou

- Na obrazku je potkan, ktery na hrazd¢ visi a snazi se zachytit pravou zadni
koncetinou

PRILOHA 4 - Bar holding test
- Znazornéni testovaciho zafizeni

- Na obréazku je vyobrazen potkan, ktery byl schopen vylézt na hrazdu a
pretrvava ve statické poloze

PRILOHA 5 - 12-denni potkani — testy

- Vysledky méteni jednotlivych testi u kazdého potkana
PRILOHA 6 - 18-denni potkani — testy

- Vysledky méfeni jednotlivych testi u kazdého potkana
PRILOHA 7 - 25-denni potkani — testy

- Vysledky méteni jednotlivych testi u kazdého potkana
PRILOHA 8 - 18-denni potkani — open field test

- Vysledky zvolenych parametrt zpracované programem Etho Vision XT u
kazdého potkana

PRILOHA 9 - 25-denni potkani — open field test

- Vysledky zvolenych parametrt zpracované programem Etho Vision XT u
kazdého potkana



PRILOHA 1 — Negative geotaxis test

PRILOHA 2 — Wire mesh test




PRILOHA 3 — Bar holding test

PRILOHA 4 — Bar holding test




PRILOHA 5 — 12-denni potkani - testy

* = dyskoordinace

nehod.=neotodil se

5 = vylezl az nahoru
#=pad

12 dnti
NG WM
RR pifed RR po pied NG po pied WMpo | BHpied BH po
1 1 1 6 4 3,5 1# 18 16
2 1 1 5 10 2 2 11 8
3 1 1 5 12 4 32 11
4 1 1 5 2 2,5 12
5 1 1 6 4 3 14
6 1 1 4 17 2,5% 4# 10
7 1 1 3 5 1,5# 4
8 1 1 12,5 11 2,5
9 1 1 3 21 4 1,5 10
10 1 1 7 6 4 1,5 12 4,5
sekundy sekundy stupen sekundy
5 = vylezl az nahoru
# = pad
NG WM
RR pired  RR po pred NG po pred WM po | BH pfed  BH po
1 1 1 10 4 4 1,5# 25 15
2 1 1 4 13 2# 2,5 23 7
3 1 1 4 2,5 2# 10 5
4 1 1 4 1,5# 1,5
5 1 1 5 3,5 1,5 3,5
6 1 1 7 10 1 1 15
7 1 1 4 5 3,5 1# 15 7
8 1 1 3,5 11 1,5# 5 6 10
9 1 1 8 12 1,5# 1# 20 19
10 1 1 4 6 5 5 8 14
sekundy sekundy stupen sekundy
5 = vylezl az nahoru
# = pad
NG WM
RR pfed  RR po pred NG po pred WM po | BH pfed  BH po
1 1 1 4 5 1,5# 5 13 5
2 1 1* 8 20 4 1# 12 10
3 1 1* 5 nehod. 2 2.5 12 5
4 1 1 3,5 5 3 2 17 4
5 1 1,5% 2,5 5 2,5 2 12 13
6 1 1 8,5 9 1,5 2,5 11 3
7 1 1,5% 6 9 1# 2,5 6 11
8 1 1,5*% 10 6 2,5# 4 13
9 1 1 10 7 4 4 8
10 1 1 3 9 3 4 6 12
sekundy sekundy stupen sekundy




PRILOHA 6 — 18-denni potkani - testy

5 = vylezl az nahoru

nehod. = vylezl ven

18 dnti
RR pifed RR po pied NG po pied WMpo | BHpied BH po
1 1 1 2 2 5 5 34 32
2 1 1 7 4 5 4 36 26
3 1 1 2 2 3,5 2 28 30
4 1 1 2 8 5 5 39 59
5 1 1 6 5 5 5 60 23
6 1 1 1,5 1,5 5 5 66 91
7 1 1 5 2 5 5 116 105
8 1 1 6 6 nehod. nehod. 45 23
9
10
sekundy sekundy stupen sekundy
5 = vylezl az nahoru
nehod. = vylezl ven
NG WM
RR pired  RR po pred NG po pred WM po | BH pfed  BH po
1 1 1 6 7 3 3,5 120 105
2 1 1 2 nehod. 5 5 95 108
3 1 1 5 4 nehod. 5 120x 120x
4 1 1 4 3 nehod. 5 60% 120x
5 1 1 3 4 5 5 120x 110
6 1 1 5 3 5 5 85 72
7 1 1 3 1,5 nehod. nehod. 17x 38x
8 1 1 3 3 nehod. 5 64 120x
9 1 1 2 1,5 5 5 26 110
10 1 1 3 2,5 5 5 20 64
sekundy sekundy stupen sekundy
nehod.=neotocil se 5 =vylezl aznahoru  x = vylezl na hrazdu
nehod. = vylezl ven
NG WM
RR pfed  RR po pred NG po pred WM po | BH pfed  BH po
1 1 1 2 2 5 2,5 95x 110
2 1 1 2 6 5 2 22 45
3 1 1 15 4 2,5 5 100x 13
4 1 1 2 5 1,5 5 115 31
5 1 1 3 3,5 5 5 120x 88
6 1 1 4 2 nehod. 5 30 38
7 1 1 2 4 5 5 58x% 102
8 1 1 2 9 5 5 120x 120x
9 1 1 8 7 2 3 38 40
10 1 1 1,5 4 nehod. 5 58x% 63
sekundy sekundy stupen sekundy

x = vylezl na hrazdu




PRILOHA 7 — 25-denni potkani - testy

5 = vylezl az nahoru

nehod. = vylezl ven

25 dnti
WM
RR pired RR po pied WMpo | BHpied BH po
1 1 1 5 3 120x 120x
2 1 1 5 4 120x 120x
3 1 1 5 5 120x 120x
4 1 1 5 5 120x 120x
5 1 1 5 5 120x 120x
6 1 1 5 5 120x 120x
7 1 1 5 5 120x 120x
8 1 1 nehod. 2,5 120x 120x
9 1 1 4 2 120x 120x
10 1 1 5 5 120x 120x
sekundy stupen sekundy
5 =vylezl aznahoru X = vylezl na hrazdu
nehod. = vylezl ven
WM
RR pied  RR po pred WM po | BH pfed  BH po
1 1 1 5 5 120x 120x
2 1 1 5 5 120 120
3 1 1 5 5 120x 120x
4 1 1 5 4 120x 120x
5 1 1 5 4 120x 120x
6 1 1 3 2 120 120
7 1 1 5 5 120x 120x
8 1 1 5 5 120x 120x
9 1 1 3 1 120x 120x
10 1 1 2,5 1,5 120 120
sekundy stupen sekundy
5 =vylezl aZnahoru  x = vylezl na hrazdu
nehod. = vylezl ven
WM
RR pied  RR po pred WM po | BH pfed  BH po
1 1 1 5 5 120 120
2 1 1 5 1,5 120x 120x
3 1 1 3,5 1,5 120 120x
4 1 1 2 3 120x 120x
5 1 1 5 5 120x 120x
6 1 1 5 5 120 120x
7 1 1 5 5 120 120x
8 1 1 5 5 120 120
9 1 1 nehod. nehod. 120% 120x%
10 1 1 nehod. 3,5 120 120
sekundy stupen sekundy

x = vylezl na hrazdu




open field

PRILOHA 8 - 18-denni potkani
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