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1     Současný stav problematiky 

1.1  Anatomie mozečku 

      Mozeček leží v zadní jámě lební, dorzálně od prodloužené míchy a pontu. Na mozečku 

rozlišujeme vermis cerebelli, což je oblý, podélný, střední pás, oddělený hlubokými 

sagitálními vkleslinami od postranních částí – hemispheria cerebelli. Cerebellum se dále dělí 

transversálními rýhami  (fissura prima a fissura posterolateralis) na tři laloky:  lobus anterior 

(cranialis),  lobus posterior (caudalis),  lobus flocculonodularis.  

      Na povrchu mozečku nalézáme šedou hmotu označovanou jako kůra mozečku. Pod ní je 

uložená bílá hmota mozečku a v hloubce čtyři páry mozečkových jader (nc.globosus, nc. 

emboliformis,  nc. fastigií,  nc. dentatus).

1.2   Histologie mozečku 

      Různé části mozečku mají rozdílné aferentní a eferentní spoje, avšak struktura mozečkové 

kůry je ve všech částech stejná. Kůra mozečku se skládá ze tří vrstev: vrstvy molekulární, 

vrstvy ganglionární a z vrstvy zrnité. 

     Na povrchu se nachází vrstva molekulární, která je relativně chudá na buňky. Z nervových 

buněk tu nacházíme velmi malé buňky hvězdicovitého tvaru s krátkými bohatě větvenými 

výběžky a buňky košíčkové. Neurity košíčkových buněk probíhají souběžně s povrchem a 

vysílají větve, které se košíčkovitě rozdělují kolem těl Purkyňových buněk. 

     Vrstva ganglionární je tvořena Purkyňovými buňkami hruškovitého tvaru. Od báze 

Purkyňových buněk vychází dlouhý neurit, který  skrze bílou hmotu směřuje až 

k mozečkovým jádrům.  

     Ve vrstvě zrnité  nalézáme velký počet granulárních buněk s krátkými dendrity. Neurity 

těchto buněk běží do molekulární vrstvy, kde se rozdělují ve tvaru písmene T a raménka 

přikládají k dendritům Purkyňových buněk. V této vrstvě také nacházíme Golgiho buňky  
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(s krátkými dendrity a neurity) a buňky neurogliové. 

     Bílá hmota (dřeň) mozečku se skládá z neuroglie a myelinizovaných nervových vláken, 

která dělíme na vlákna mechová a šplhavá. Mechová vlákna představují zakončení několika 

důležitých drah jako je např. dráha spinocerebelární, pontocerebelární nebo 

vestibulocerebelární a  směřují k dendritům zrnité vrstvy. Šplhavá vlákna představují 

pokračování olivocerebelárních a reticulocerebelárních drah a směřují k Purkyňovým 

buňkám, jejichž dendrity oplétají.                                                                                                                         

 1.3   Funkční zapojení mozečku       

     Z funkčního hlediska rozdělujeme mozeček na vestibulocerebellum tvořené 

flokulonodulárním lalokem, spinocerebellum (vermis a intermediální zóny  předního a 

zadního laloku) a cerebrocerebellum (laterální  zóny hemisfér).  

    Vestibulocerebellum je vývojově nejstarší část mozečku, označuje se též jako archicerebe-

llum.  Aferentní dráhy sem přicházejí zejména ze statokinetických čidel a poskytují informace 

o poloze a pohybech hlavy. Dále jsou sem přiváděny zrakové informace z corpus geniculatum 

laterale, colliculi superiores a primární zrakové kůry. Eferentní dráhy jdou do vestibulárních 

jader a prostřednictvím axiálního svalstva se tak podílejí na zajišťování tělesné rovnováhy při 

stoji a chůzi. Dochází tak také ke kontrole pohybů očí a koordinaci pohybů hlavy a očí. 

     Spinocerebellum, zvané též paleocerebellum má hlavní aferentní dráhy spinocerebelární. 

Prostřednictvím eferentních drah je kontrolováno provádění pohybů a řízen svalový tonus 

axiálního svalstva a svalstva končetin. 

    Vývojově nejmladší část mozečku – cerebrocerebellum, označované též neocerebellum, má 

aferentní spoje z těch částí mozkové kůry, které kontrolují motoriku (z premotorické, primární 

motorické, primární somatosenzorické a zadní parietální kůry). Eferentní dráhy jdou z kůry do 

nc. dentatus, odtud do thalamu a po přepojení do premotorické a primární motorické kůry. 

Cerebrocerebellum se podílí na plánování, programování a podněcování pohybu.  
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     Toto tradiční funkční zapojení cerebela jako koordinátora rovnováhy a regulátoru 

svalového tonu i rovnováhy je dáno především experimentálními pracemi Lucianiho (Luciani, 

1891)  a  potvrzenými Holmesovými klinickými studiemi (Manni a Petrosini, 1997, Petrosini 

a spol., 1998). Teprve později byla odhalena účast mozečku na motorickém učení (Marr, 

1969, Albus, 1971, Houk a spol., 1996,  Brainsenberg a spol., 1997). V posledních letech 

vzrostl počet experimentálních a klinických důkazů svědčících pro podíl mozečku na 

kognitivních funkcích:  

1. Počet neuronů mozečkové kůry je vyšší než počet neuronů kůry velkého mozku 

(Glickstein, 1992). 

2. Blízké  obousměrné spoje mezi neokortexem (hlavně motorickou kůrou) a mozečkem 

umožňují, že informace dodaná do mozečku z asociativní kůry může být plasticky 

modifikována a poslána do mozkového kmene, thalamu a neokortexu (Middleton a 

Strick, 1998). 

3. Klinické studie provedené u nemocných s poškozeným mozečkem ukázaly potíže 

v plnění úkolů v třírozměrném prostoru (Walesch a Horn, 1990), ve vizuospaciální 

zpětné vazbě (Bracke-Tolkmitt a spol., 1989) a také poruchy v tvorbě slov proti 

pravidlům sémantickým (Fiez a spol., 1992) nebo fonetickým (Leggio a spol., 1995a, 

b). U pacientů s postižením mozečku byla dále popsána dysgrafie (Silveri a spol., 

1997) a agramatismus (Silveri a spol., 1994).  

4. Vyšetřením mozkové aktivity zdravých osob pozitronovou emisní tomografií (PET) 

byla zjištěna aktivace mozečku během pasivního pozorování pohybu stejně jako 

během pohybové představy (Decenty a spol.,1994). Magnetická rezonance provedená 

u zdravých dospělých prokázala zapojení nucleus dentatus v kognitivních funkcích 

(Kim a spol., 1994), což bylo potvrzeno i metodou  PET (Van Mier a spol., 1995).          
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5. Pokusy na zvířatech prokázaly vliv mozečku na různé typy učení a paměti (Lalonde a 

spol., 1993, Marec a Lalonde, 1997, Thullier a spol., 1997, Monfort a spol., 1998, 

Vožeh a spol., 1999, Cendelín a Vožeh 2001, Vožeh a spol., 2001). 

2     Motorické učení 

2.1  Mění motorické učení morfologii buněk mozečku? 

     Mozeček hraje důležitou úlohu v procesu motorického učení. Zpracovává senzorické 

podněty (Adrian, 1943, Shambes a spol., 1978) a koordinuje motorický výkon (Ito, 1984, 

Thach a spol., 1992). Zvýšená mozečková aktivita byla popsána při získávání motorických 

dovedností u lidí (Seitz a spol.,1990, Seitz a Roland, 1992). Porucha motorické odezvy na 

nový senzorický podnět byla zjištěna u motorického poškození (Neshner a Grimm, 1978, 

Weiner a spol, 1983). K podobným výsledkům došel i výzkum na zvířatech, kde byly 

zaznamenány změny aktivity Purkyňových buněk v souvislosti s učením (McCormick a 

Thompson, 1984, Berthier a Moore, 1986, Gilbert a Thach, 1977, Thompson, 1990, 

Ojakangas a Ebner, 1992, 1994, Hesslow a Ivarsson, 1994).  

     Struktura kůry mozečku je dána spojením paralelních a šplhavých vláken (zajišťující 

příjem informací) s Purkyňovou buňkou. Několik teorií se snažilo vysvětlit vliv synaptického 

uspořádání na motorické učení (Marr, 1969, Albus, 1971, Gilbert, 1975, Eccles 1977, Fujita, 

1982, Ito, 1984). Všechny tyto teorie kladou důraz na plasticitu synaptického spojení 

paralelních vláken a Purkyňových buněk. Synapse šplhavých buněk jsou považovány za stálé. 

Ukázalo se také, že kromě synaptických změn dochází v procesu učení ke změnám fyziologie 

a morfologie Purkyňových buněk (Greenough a spol., 1979, Bradley a spol., 1981, Brandon a 

Coss, 1982, Bailey a Chen, 1983, Patel a Steward, 1988, Alkon a spol., 1990, Kleim a spol., 

1996). Aktivita Purkyňovy buňky a na ní navazující vzestup aktivity šplhavých vláken  

pravděpodobně indukuje LTP (long-term potentiation) a vede k zpětnému poklesu aktivity 
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Purkyňovy buňky a šplhavých vláken. LTP a LTD (long-term depression) se tedy podílejí na 

plasticitě mozečkové kůry (Kenyon a spol., 1998, Medina a Mauk, 1999). Daniel a spol. 

(1998) se zabývali přesným fyziologickým mechanizmem LTD, který mozeček potřebuje 

k motorickému učení. Celý mechanizmus zahrnuje indukci LTD, aktivaci napěťově řízených 

vápníkových kanálů, aktivaci ionotropních a metabotropních  glutamátových receptorů, 

stimulaci protein kinasy C a tvorbu NO. Pro důležitost LTD v procesu motorického učení 

svědčí i pokusy na transgenních myších. Ito (1998) sledoval úlohu LTD na adaptačním 

mechanizmu vestibulo-okulárního reflexu (VOR). Zaměřil se na sledování mozečkových lézí 

na VOR, aktivitu mozečkových neuronů během adaptace a vliv farmakologicky a geneticky 

navozených změn mozečku na VOR adaptaci. Výsledky těchto studií svědčí pro vliv mozečku 

a LTD na VOR plasticitu. Zvířata chovaná v prostředí bohatém na podněty, vykázala nárůst 

dendritického větvení (Floeter a Greenough, 1979) a zvýšenou hustotu dendritických trnů 

větví Purkyňových buněk ve srovnání se zvířaty, která žila v prostředí podnětově chudém 

(Pysh a Weiss, 1979). Také zvířata trénovaná v motorických úkolech měla signifikantně  více 

synapsí mezi Purkyňovými buňkami a paralelními vlákny než neaktivní i aktivní kontroly 

(Black a spol., 1990, Kleim a spol., 1997). Potkani cvičící třicet dní na provazových žebřících 

a úzkých lávkách měli signifikantně větší počet synapsí paralelních vláken s Purkyňovými 

buňkami než inaktivní kontroly i než zvířata chovaná v prostředí s možností cvičení  

v běhacím kole (Kleim a spol., 1998). U potkanů podrobených motorickému učení  byl rovněž 

prokázán nárůst objemu molekulární vrstvy na jednu Purkyňovu buňku a nárůst počtu 

krevních kapilár k udržení potřebné difúzní vzdálenosti (Isaacs a spol., 1992). In situ 

hybridizace prokázala zvýšenou expresi messenger RNA tkáňového aktivátoru plasminogenu 

(tPA) v Purkyňových buňkách potkanů během hodiny, kdy s nimi byli trénovány motorické 

úkoly. Indukce tPA během motorického učení  patrně hraje úlohu v aktivaci synaptické 

plasticity (Seeds a spol., 1995). 
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2.2   Je u jedinců s poškozeným mozečkem možné motorické učení? 

 

2.2.1 Fyzikální a farmakologické poškození mozečku u zvířat 

     Snížená schopnost motorického  učení po trvalém poškození mozečku byla pozorována 

(Lincoln a spol., 1982, Weiner a spol., 1983). Unilaterální léze mozečku provedená sedm dní 

před tréninkem vedla k znemožnění učení podmíněného mrkacího reflexu u králíků na 

ipsilaterální straně avšak nikoli na straně kontralaterální (Lincoln a spol., 1982). Pokusy u lidí 

s poškozeným mozečkem také prokázaly zhoršené učení (špatné vyhledávání bodů v prostoru 

v případě použití hranolových brýlí, které přetrvávalo na rozdíl od zdravých kontrol i po 

sundání brýlí) (Weiner a spol.,1983). Rovněž dočasná blokáda mozečku agonistou kyseliny 

gama-aminomáselné (GABA) muscimolem vede ke snížené schopnosti motorického učení. 

Muscimol  podáváný  mikroinfuzí do nc. interpositus anterior mozečku králíků vedl 

k přechodné neschopnosti vyvolání mrkacího reflexu. (Krupa a spol., 1993). Pokusy 

s potkany, u kterých bylo  cerebellum ozářeno RTG paprsky, ukázaly jen mírnou motorickou 

neschopnost, pokud došlo jen k částečné ztrátě granulárních buněk. Při subtotální ztrátě 

granulárních buněk RTG ozářením, se u zvířat vyvinuly těžké poruchy koordinace a 

rovnováhy. Navzdory těmto těžkým poruchám vyvinuli potkani při učení novou strategii  

(seskok z břevna), čímž unikli z náročné experimentální situace. Toto chování bylo 

pravděpodobně důsledkem sníženého pocitu strachu, což bylo pozorováno již dříve u zvířat 

s mozečkovými abnormalitami (Le Marec a spol., 1997). Caston a spol. (1995 a, b) sledovali 

motorické chování na rotorodu (při rotaci 20 otáček za minutu) u dospělých myší po 

cerebelektomii. Postoperační i preoperační trénink na rotorodu zlepšil výkony myší oproti 

kontrolám. 
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2.2.2 Mutantní myší modely 

     Při výzkumu mozečku se často  využívá mutantních myší s jeho vrozenou degenerací. 

     U myší s degenerací Purkyňových buněk (Purkinje cell degeneration mouse – pcd 

mutanti) dochází k zániku prakticky všech Purkyňových buněk mezi 17. a 24. dnem života 

(Mullen a spol., 1976, Landis a Mullen, 1978). Devadesát procent granulárních buněk  zaniká 

mezi 3. až 20. měsícem postnatálního života (PŽ), protože ztrácí svůj cíl – Purkyňovy buňky 

(Triarhou a spol.,1985). Také dochází ke ztrátě asi 20 % neuronů hlubokých jader v 10. 

měsíci PŽ (Triarhou a spol., 1987) a od 3. týdne PŽ byl zjištěn postupný zánik neuronů dolní 

olivy (Ghetti a spol., 1987, Shojaeian a spol., 1988, Triarhou a Ghetti, 1991). V průběhu PŽ 

dochází u pcd mutantů k pomalu postupujícím ztrátám retinálních fotoreceptorů (Mullen a 

spol., 1975). 

     Pcd mutanti jsou těžce postižení v podmiňování mrkacího reflexu (Chen a spol, 1996) a 

v prostorové orientaci (Goodlett a spol., 1992). Mutanti typu pcd  se navzdory svému 

postižení vyrovnali zdravým kontrolám v úkolech pevné břevno, vertikální a šikmá mřížka. 

Horší výkony podávali v testu věšák a v testu akcelerovaný rotorod, kde byli více pasivní než 

kontroly (Le Marec a Lalonde, 1998) Při testování  na pohyblivém  chodníčku však trávili 

více času chůzí než kontroly (Le Marec a Lalonde, 1998). Na rozdíl od zdravých kontrol, 

myši typu pcd nejsou schopny se učit  praxí (Le Marec a Lalonde, 1997, 1998). 

     Mutantní myši typu weaver se vyznačují masivní ztrátou mozečkových granulárních 

buněk s relativním ušetřením Purkyňových buněk, které zanikají hlavně v přední části vermis, 

kde může jejich zánik činit v 5. dnu PŽ až 50 % (Sidman, 1968, Rezai a Yoon, 1972, Hirano a 

spol., 1973, Rakic a Sidman, 1973a, b, Sotelo a Changeux, 1974, Sotelo, 1975, Blatt a 

Eisenmann, 1985b, Smeyne a Goldowitz, 1989). Dolní oliva  postižena není (Blatt a 

Eisenman, 1985a, Grover a Grusser - Cornehls, 1986). Degenerace se objevuje 

v dopaminergních buňkách substancia nigra. Byla popsána snížená koncentrace dopaminu 
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v caudatu a striatu, ale ne v nc. accumbens (Roffler-Tarlov a Graybiel, 1984). Zatím není 

známo, zda degenerace dopaminergních neuronů v substancia nigra souvisí s degenerací 

mozečku. Myši typu weaver  mají obtíže při plnění motorických úkolů, protože trpí ataxií, 

hypertonií a třesem. Po  chirurgickém odstranění vermis mozečku u myší typu weaver úplně 

vymizel tremor a zlepšilo se i motorické chování zvířat (Grusser-Cornehls a spol., 1999). 

     U mutantních myší typu Lurcher dochází v průběhu postnatálního života k velkému 

úbytku Purkyňových buněk, granulárních buněk a neuronů dolní olivy (Caddy a Biscoe, 1979, 

Wetts a Herrup, 1982 a, b, Carpenter, 1986, Chu a Oberdick, 1995, Smeyne  a spol., 1995). 

V 90. dnu PŽ u nich prakticky nenacházíme Purkyňovy buňky a zbývá asi jen 10 % 

granulárních buněk mozečku a 25 % neuronů dolní olivy. Zánik Purkyňových buněk je 

podmíněn mutací genu pro delta 2 glutamátový receptor na šestém chromozomu (Zuo a spol., 

1997).  Mutantní myši typu Lurcher mohou sloužit jako model lidské olivopontocerebelární 

atrofie (OPCA). Toto heredodegenerativní onemocnění se vyskytuje jak v dominantní, tak 

v recesivní formě. U mutantních myší typu Lurcher však, na rozdíl od lidské OPCA, mechová 

vlákna nedegenerují. Navzdory ataxii (Thullier a spol., 1997, Fortier a spol., 1987) jsou 

mutantní myši typu Lurcher schopni motorického učení  (Lalonde a spol., 1992, Lalonde, 

1994 b, Caston a spol., 1995 b). Při testování na rotující mřížce, dřevěném břevnu i věšáku, 

vykázaly myši typu Lurcher schopnost zlepšovat své výkony tréninkem (Lalonde 1986, 

Lalonde, 1994 a, b, Lalonde a spol., 1996 a, b). Mutanti se zlepšili i během výcviku na 

rotorodu (Caston a spol., 1995 b, Hilber a Caston, 2001). Myši typu Lurcher však 

nedosahovaly ani po tréninku tak dobrých výsledků jako zdravé kontroly (Lalonde, 1994 a, b, 

1996 a, b). Ke zhoršení motorického učení u myší typu Lurcher dochází ve stáří (Hilber a 

Caston, 2001) a po cerebelectomii, což svědčí pro podíl hlubokých mozečkových jader na 

motorickém učení (Caston a spol., 1995 b).  
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     Mutantní myši typu staggerer se v mnoha ohledech podobají myším typu Lurcher. Také u 

nich dochází k degeneraci mozečkových granulárních buněk, Purkyňových buněk a neuronů 

dolní olivy (Sotelo, 1979, Herrup, 1983, Blatt a Eisenman, 1985 a, Shojaeian a spol., 1985). 

Tyto mutanty lze díky jejich   hormonálně navozené hyperfagii využít jako model pro studium 

neuroendokrinních vztahů. Mutantní myši typu staggerer jsou, stejně jako ostatní myší 

mutanti s degenerací mozečku, menší než zdravé kontroly. Není to ale v důsledku nižšího 

příjmu potravy. Myši typu staggerer naopak přijímají více potravy než zdravé kontrolní myši 

(Gustavino a spol., 1991), což se vysvětluje změněným mechanizmem ukládání hnědého tuku 

a dalšími metabolickými změnami. Není jasné, jestli degenerace mozečku vede k hyperfagii 

cerebelohypotalamickou cestou (Haines a spol., 1984). 

     Homozygoti typu staggerer trpí rozsáhlou degenerací mozečku a dolní olivy (Herrup a 

Mullen, 1979, Blatt a Eisenman, 1985 a, Shojaeian a spol., 1985, Zanjani a spol., 1990, 1992), 

jejíž důsledkem jsou těžké poruchy motoriky a neschopnost se zlepšovat v úkolech 

motorického učení  (rotující mřížka, věšák, dřevěné břevno) tréninkem (Lalonde 1987 a, b, 

Lalonde a spol., 1988, Lalonde a spol., 1996 a, b). Heterozygoti typu staggerer vykazují 

odchylky od normálu jen ve specifických motorických testech. Caston se spolupracovníky 

(2003) testovali heterozygoty typu staggerer a zdravé kontroly na rotarodu ve věku 3 a 6 

měsíců. V obou věkových kategoriích dosahovali mutanti horších výsledků než kontroly, což 

bylo zajímavé zvláště u tříměsíčních zvířat, neboť v tomto věku se  degenerace mozečku ještě 

nerozvíjí. To naznačuje, že některé biochemické změny v mozečku předcházejí vlastní 

neuronální smrt a zhoršují motorický výkon. Zdravé i mutantní myši byly schopné svůj výkon 

tréninkem zlepšit. Mutantní myši při motorickém učení pravděpodobně využívají striatum 

(Saint-Cyr a spol., 1988, Berridge a Whishaw, 1992, Thullier a spol., 1996, Graybiel, 1998, 

Matsumoto a spol., 1999,  Yaguez a spol., 1999, Caston a spol., 2003).  
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     Mutantní myši typu hot-foot se vyznačují poruchou inervace Purkyňových buněk a 

nekrózou části granulárních buněk, což vede k ataxii a trhavým pohybům zadních končetin 

(Gustavino a spol.,1990). Hot-foot lokus je lokalizován na 6. chromozomu (Lyon a spol., 

1996). Myši typu hot-foot jsou schopny vylepšovat tréninkem své výkony v některých 

motorických úkolech (rotující mřížka, věšák). V metodice dřevěné břevno však zlepšená 

schopnost motorického učení  pozorována nebyla (Lalonde a spol., 1996b). 

     Mutantní myši typu nervous se vyznačují specifickou ztrátou Purkyňových buněk  

mozečku a patrně sekundárním zánikem granulárních buněk, vyvolaným atrofií Purkyňových 

buněk (Sidman a Green, 1970, Sotelo a Triller, 1979, Wassef a spol., 1987). Inhibiční 

interneurony (košíčkové buňky, hvězdicové buňky, Golgiho buňky) nejsou vážně postiženy 

(Sotelo a Triller, 1979). Množství degenerovaných Purkyňových buněk je regionální. Celkově 

zaniká až 90 % buněk mezi 3. až 8. týdnem PŽ, ale jen 50 % ve vermis mozečku (Sidman a 

Green, 1970). Kromě ztráty mozečkových buněk u myší typu nervous také dochází k zániku 

dorzálních kochleárních buněk (Landis, 1973, Berrebi a Mugnaini, 1988) a k pomalu 

progredujícímu zániku retinálních fotoreceptorů (Mullen a LaVail,1975, LaVail a spol., 1993, 

White a spol.,1993). Myši typu nervous dosahují horších výsledků než zdravé kontroly 

v testech statická lávka, věšák a rotorod (Lalonde a Strazielle, 2001, 2003). V prostorovém 

učení – v Morrisově vodním bludišti (Morris a spol., 1982, Morris, 1984) měli mutanti 

problémy s hledáním skrytého ostrůvku. Ve variantě s viditelným ostrůvkem myši typu 

nervous dosahovaly dobrých výsledků (Lalonde a Strazielle, 2003). 

 

2.3.   Motorické učení u lidí 

     Testy měřící učení motorických dovedností u lidí můžeme rozdělit do dvou kategorií: do 

první kategorie patří testy měřící získávání dovedností (motorické sekvenční učení), ve druhé 

kategorii jsou testy zaměřené na kapacitu kompenzace změn prostředí (motorická adaptace) 
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(Doyon a spol., 1996, Shadmehr a Holcomb, 1997, Ungerleider a spol., 2002). V získávání 

motorických dovedností  hraje důležitou roli cerebellum i striatum (Bloedel, 1992, Graybiel, 

1995, Thach, 1996, Doyon a spol., 1997a, White, 1997). U lidí trpících Parkinsonovou 

nemocí, Hutingtonovou choreou a u jedinců s  poškozením mozečku byly popsány poruchy 

v provádění úkolů vyžadujících koordinaci očí a rukou (Heindel a spol., 1989, Bylsma a spol., 

1990, Sanes a spol., 1990, Harrington a spol., 1990, Roy a spol., 1993) nebo koordinaci 

pohybů prstů (Knopman a Nissen, 1991, Ferraro a spol., 1993, Pascual-Leone a spol., 1993, 

Doyon a spol., 1997a). Použitím pozitronové emisní tomografie (PET) a funkční magnetické 

rezonance (fMR) bylo prokázáno zvýšení neuronální aktivity ve striatu i v mozečku 

sledováním hemodynamických změn během motorického učení u zdravých osob (Gerfton a 

spol., 1994, Jenkins a spol., 1994, Rao a spol., 1995,  Rauch a spol., 1995, Doyon a spol., 

1996, 1997b, Laforce a Doyon, 2002). Timmann se spolupracovníky (1996) zjistili, že lidé 

s izolovaným postižením mozečku byli schopni zlepšit své výkony ve vizuomotorickém 

učení. Nemocní s degenerací mozečku mohou zlepšit své motorické dovednosti, pokud je 

k nim zapotřebí pomalých pohybů. Vykonávání rychlých pohybů je však u těchto pacientů 

omezenější (Topka a spol., 1998). 

 

2.4    Ovlivňuje mozeček kognitivní funkce?  

 2.4.1  Prostorové učení 

     Myší mutanti Lurcher i weaver prokazují v Morrisově vodním bludišti deficit při hledání 

viditelného i skrytého ostrůvku. Staggerer a pcd mutanti bývají neúspěšní pouze při hledání 

skrytého ostrůvku (Lalonde, 1987b, Vožeh a spol., 1999). Goodlet se spolupracovníky (1992) 

testoval mutantní myši typu pcd a zdravé kontroly ve 30, 50 a 110 dnech PŽ v Morrisově 

vodním bludišti. Ve 30. dnu  PŽ byli pcd mutanti neúspěšní pouze při hledání skrytého 

ostrůvku. V pozdějším věku se poněkud zhoršili v dosahování viditelného ostrůvku, ale stále 
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byli mnohem úspěšnější ve srovnání se situací při hledání skrytého ostrůvku. Z těchto pokusů 

vyplývá, že myši typu staggerer a pcd vykazují poruchu referenční paměti, zatímco u myší 

typu Lurcher a weaver se jedná o poruchu prostorové orientace. Goldowitz a Koch (1982) 

testovali myši typu staggerer a zdravé kontroly hledáním potravinových granulí v radiálním 

bludišti (Crusio a spol., 1995). U myší typu staggerer se objevil větší počet chyb pracovní 

paměti. Potkani po cerebelektomii před a nebo po tréninku v jamkovém poli (hole board) 

(Dahhaoi a spol., 1992) a zdravé kontroly hledali potravinovou granuli v prostoru s šestnácti 

jamkami. Potkani bez mozečku vykazovali více chyb během tréninku i vlastního testu než 

zdravá zvířata. Test vyhledávání potravy je citlivý i k odhalování hipokampálních lézí (Oddes 

a Isaacson, 1978). 

     Poruchy prostorového učení při postižení mozečku byly zaznamenány i u lidí. Mozečkové 

abnormality byly zjištěny u pacientů s autismem. Snížený počet Purkyňových buněk ve 

vermis a hemisférách mozečku o 20 až 95 % byl nalezen v sedmnácti z devatenácti 

z zkoumaných případů (Williams a spol., 1980, Bauman a Kemper, 1985, 1986, 1990 Ritvo a 

spol., 1986, Arin a spol., 1991, Fehlow a spol., 1993, Bailey a spol., 1998). V jednom ze 

zbývajících případů byly Purkyňovy buňky abnormální, ve druhém byla diagnóza autismu 

sporná  (zřejmě šlo o Rettův syndrom). Pacienti s autismem mají patrně inadekvátní, 

nekontrolované signály z mozečku, které zasahují do mnoha systémů mozku a způsobují 

dysfunkční chování typické pro autismus (Courchesne, 1995, Yeung-Courchesne a 

Courchesne, 1997). Nemocní mají potíže s pozorností, jejich mozečkové postižení způsobuje 

pomalé přesouvání pozornosti mezi senzorickými modalitami (Akshoomoff a Courchesne, 

1992, 1994, Courchesne a spol.,1994). Lidé s poškozeným mozečkem  se také pomalu 

orientují v prostoru (Townsend a spol., 1992, 1996 a, b), v pozornostních testech nejsou 

schopni se orientovat za 100 ms jako zdravé kontroly. Vyšetření magnetickou rezonancí 

odhalilo, že nemocní s porušeným mozečkem potřebují obvykle k orientaci v pozornostním 
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úkolu  více než 1200 ms (Townsend a spol., 1999). Cerebellum je tedy důležité pro 

prostorové učení i pro udržení a přesouvání pozornosti.   

 

2.4.2  Diskriminační učení typu pasivní avoidance 

    Myši typu Lurcher a zdravé kontroly (myši typu wild) byly porovnávány v metodice step 

through a step down. Mutantní myši typu Lurcher vykazovaly signifikantně horší schopnost 

učení v obou metodikách (Vožeh a spol., 1997), což svědčí pro účast mozečku v kognitivních 

funkcích. Po intraperitoneálním podání neurotoxinu 3-acetylpyridinu došlo k zániku neuronů 

dolní olivy u mláďat i mladých dospělých myší typu Lurcher, zatímco na myši typu wild 

(tedy zdravé kontroly stejného genetického pozadí) 3-acetylpyridin vliv neměl (Caddy a 

Vožeh, 1997, Vožeh a spol., 1998). Snížený počet Purkyňových buněk a 3-acetylpyridinem 

prokázaná latentní méněcennost neuronů dolní olivy zřejmě mají i své funkční následky. Myši 

typu Lurcher dosahovaly špatných výsledků v metodikách step throught a step down již 

v mladém věku – v 6., 8., 13., 15. a  20. dnu PŽ (Vožeh a spol., 1998). 

 

3     Mozeček a stárnutí 

     Stará zvířata vykazují zhoršenou motorickou koordinaci a udržování rovnováhy (Marshall 

a Berrios, 1979, Wallace a spol., 1980, Joseph a spol., 1983). Staří jedinci rovněž dosahují 

horších výkonů v motorickém učení (Bickford a spol., 1992, Bickford, 1993, 1995, Bickford a 

spol., 2000, Hilber a Caston, 2001). K podobným závěrům došlo i sledování starých lidí 

(Wiegand a Ramella, 1983, Wright a Payne, 1985, Eslinger a Damasino, 1986). Snížená 

schopnost motorického učení podobně jako ve stáří byla popsána u  potkanů s chybějícími 

centrálními zásobami noradrenalinu a u potkanů se sníženým množstvím funkčních beta-

adrenergních receptorů např. v důsledku podání beta-adrenergního antagonisty propranololu 
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(Bickford a spol., 1992, Bickford, 1993, 1995), což potvrzuje důležitou úlohu noradrenalinu 

v mozečku (Waston a McElligott, 1983, 1984, Van Neerven a spol., 1990) a při konsolidaci 

paměti (Gilbert, 1975). Tyto výsledky svědčí pro pokles funkce beta-adrenergních receptorů 

mozečku ve stáří (Joseph a spol., 1998, Bickford a spol. 2000). Hilber a Caston (2001) popsali 

zhoršené motorické učení ve stáří 21 měsíců u mutantních myší typu Lurcher, které  však 

v tomto případě bylo asi nejvíce podmíněno zděděnou, postupně se rozvíjející degenerací 

mozečku. Oxidativní stres a volné kyslíkové radikály  jsou pravděpodobně jednou z příčin  

neurodegenerativních chorob jako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba. Volné kyslíkové 

radikály se patrně také podílejí na projevech stáří (Harman, 1956, Ames a spol., 1993). 

Snížení normálních antioxidačních obranných mechanismů ve stáří vede ke snížení 

biologických funkcí (Harman, 1956,  Ames a spol., 1993). Konzumace stravy bohaté na 

antioxidanty (ovoce a zelenina) snižuje výskyt rakoviny (Willet, 1994 a, b, Cao a spol., 1995, 

1997) a ischemické choroby srdeční (Hughes, 1995, Mayne, 1996) a lze tedy předpokládat, že 

pozitivní vliv může mít i na mozkové funkce. Staří potkani (18 měsíců) krmení dietou 

obohacenou o borůvky, jahody nebo špenát se zlepšili v testech motorického učení oproti 

kontrolám. Ovoce a zelenina, které jsou  zdrojem antioxidantů, mohou, jak se zdá, také zvrátit 

věkem způsobené snížení funkce mozečkových beta-adrenergních receptorů a z něj 

vyplývající pokles motorického učení (Joseph a spol., 1998, Bickford a spol., 2000).  

 

4    Vliv alkoholu na mozeček  

     Mnohé studie prokázaly, že chronické užívání alkoholu vede k těžkému postižení mozku 

(Lee a spol., 1981, Phillips a Cragg, 1983, 1984, Phillips a spol., 1987, Karhunen a spol., 

1994, Sullivan a spol., 2000). Mozečková atrofie je popisována  téměř u poloviny závislých 

na alkoholu (Torvik a Torp, 1986). U alkoholiků často pozorujeme agitovanost, zvýšenou 
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excitabilitu, tremor, epileptické křeče a delirium (Hillbom, 1980, Brown a spol., 1988). U lidí 

závislých na alkoholu se rovněž objevuje ataxie (Woeber a spol., 1998). Také potkani 

užívající alkohol mají narušené motorické funkce, což je způsobené postižením mozečku 

(Ogura a spol., 1980, Breton a spol., 1988) a dosahují špatných výkonů na rotorodu (Ogura a 

spol., 1980, Costa a spol., 1999). Chronické užívání alkoholu také vede k zhoršenému 

prostorovému a motorickému učení (Fehr a spol., 1976).  

17-beta-estradiol je přirozený estrogen, u kterého byly popsány silné neuroprotektivní účinky. 

17-beta-estradiol eliminoval neuronální postižení způsobené mozkovou ischemií (Simpkins a 

spol., 1997) a sekundární ischemií způsobenou subarachnoidální hemoragií u zvířecího 

modelu (Yang a spol., 2001). Z klinických studií vyplývá, že terapie 17-beta-estradiolem vede 

k nižšímu výskytu ischemického postižení u postmenopauzálních žen (Schmidt, 1996). 

Když byl ovarektomizovaným samicím potkanů užívajících alkohol podáván 17-beta-

estradiol, výkony na rotorodu byly u těchto samic lepší než u zvířat bez hormonálního 

podávání. Také počet Purkyňových buněk mozečku byl u zvířat s hormonální substitucí větší 

než u samic bez ní (Jung a spol., 2002). 

 

5   Možnosti ovlivnění degenerace mozečku 

      Cílem sledování mutantních myší s postižením mozečku není pouze zjišťování projevů 

degenerace v různých obdobích života, ale především snaha tuto degeneraci zpomalit, předejít 

jí, či nahradit již ztracené buňky novými. 

     Je známo, že dopamin ovlivňuje lokomoční aktivitu (Beninger, 1983, Gerfen, 1995). 

Ukazuje se také, že dopamin může ovlivňovat mozečkovou symptomatologii (Botez a spol., 

1991, Botez a spol., 1996, Lalonde, 1996, Lalonde, 1997). Možné ovlivnění motorických 

dysfunkcí po mozečkových lézích dopaminem může být vysvětleno mozečkovými 

eferentními spoji s dopaminergními buňkami středního mozku (Snider a spol.,1976) a malou 
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dopaminergní inervací ze středního mozku (Panagopoulos a spol., 1991, Ikai a spol., 1992). 

Thullier se spolupracovníky (1999) sledoval motorickou koordinaci u  mutantních myší typu 

Lurcher po podání nekompetitivního antagonisty N –methyl –D- aspartátového receptoru  

(NMDA) dextrometrophanu, L-dopy/carbidopy a D1 receptorového agonisty dopaminu – 

SKF 77434. Po podání 25 a 50 mg/kg dextrametorphanu došlo k zlepšení pohybu na hrazdě. 

Rovněž po podání 37,5 mg/kg L-dopy se pohyb na hrazdě zlepšil. SKF 77434 pohyb na 

hrazdě nezlepšoval ani nezhoršoval. Tyto výsledky ukazují, že NMDA receptorový 

antagonismus nebo ovlivnění dopaminergních mechanismů částečně zlepšují geneticky danou 

cerebelární ataxii u myší (Cendelín, Vožeh, 2001). 

     Klinické zkoušky ukazují, že podávání 5-hydroxytryptophanu spolu s benserazinem 

zlepšují skóre ataxie u některých mozečkových syndromů. Pomalost akce a přetrvávání 

účinků naznačují, že mechanizmus je nezávislý na přímém mediátorovém působení 

serotoninu (Trouillas, 1984). U pacientů s OPCA bez známek parkinsonismu došlo k zlepšení 

pohybové iniciace a kompletace po dlouhodobé terapii amantadinem – dopamin uvolňujícím 

činitelem a agonistou NMDA receptoru. Zlepšení bylo pozorováno též u nemocných 

s Friedreichovou ataxií a spinocerebelárním postižením. Tato zlepšení byla nezávislá na 

výchozích hladinách homovanylové kyseliny – hlavního metabolitu dopaminu. Mechanizmus 

děje tedy patrně není limitován dopaminem (Botez a spol.,1991, Botez a spol.,1996). 

     Další možností v terapii cerebelární degenerace je transplantace mozečkových 

embryonálních či fetálních buněk. Při transplantaci embryonální cerebelární tkáně do  

mozečku dospělého jedince, kde Purkyňovy buňky degenerovaly následkem genetické mutace 

a nebo byly zničeny neurotoxickým jedem, atrofická vlákna tvoří nové větve a synapse. 

Dochází k vývoji normálních šplhavých vláken. (Rossi a Strata, 1995, Strata a Rossi, 1998). 

Funkční efekt mozečkových transplantací na motorickou výkonost byl zkoumán u pcd 

mutantů po bilaterální transplantaci mozečkové buněčné suspenze (získané z myší typu wild) 
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do parenchymu hlubokých mozečkových jader. Pcd myši po transplantaci vykazovaly nižší 

únavnost, lepší koordinaci a udržování rovnováhy na rotorodu i na otevřeném poli oproti 

slepě operovaným pcd mutantům  (Triarhou a spol., 1996, Zhang a spol., 1996). Tomey se 

spolupracovníky (1993) prováděl transplantace Purkyňových buněk do mozečků dospělých 

myší typu Lurcher. Injekční aplikací suspenze normální embryonální mozečkové tkáně 

dospělým a mláďatům myší typu Lurcher došlo k infiltraci atrofického hostitelského 

cerebelárního kortextu geneticky normálními Purkyňovými buňami jako bylo již předtím 

pozorováno u pcd mutantů. U myší typu Lurcher dárcovské Purkyňovy buňky mnohem častěji 

osídlily hostitelskou molekulární vrstvu a produkovaly axony, které v některých případech 

dosáhly hostitelských mozečkových jader. Pouze u poloviny příjemců však došlo k přežívání 

transplantovaných buněk, na rozdíl od 100 % úspěchu dosaženého u pcd myší. (Sotelo a 

Alvardo-Mallart,1986, 1987a,b, 1988). Odlišnou úspěšnost u těchto dvou typů mutantů 

můžeme vysvětlit  užitím jiné techniky a těžkou deplecí granulárních buněk spolu s jejich 

paralelními vlákny u  mutantních myší typu Lurcher (Altman, 1973, 1982, Herndon a Oster-

Granite, 1975, Schmidtmayerová a spol., 2004, Schmidtmayerová a spol., v tisku). U myší 

typu Lurcher  mladí hostitelé možná mohou poskytnout lepší transplantační viabilitu, protože 

více aferentací pomáhá udržovat neurony štěpu. U mladých pcd myší (Ghetti a spol., 1990) 

má však štěp Purkyňových buněk omezený účinek a to zřejmě proto, že hostitelské 

Purkyňovy buňky omezovaly invazivní aktivitu transplantovaných neuroblastů Purkyňových 

buněk. Optimální věk příjemce štěpu s Purkyňovými buňkami bude pravděpodobně určován 

dvěma protichůdnými vlivy:  

1. negativním efektem hostitelských Purkyňových buněk 

2. tropní aktivitou aferentací  do Purkyňových buněk  
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     Transplantace Purkyňových a dalších neuronálních buněk může být v budoucnosti  

důležitou součástí léčby nemocných trpících degenerativními onemocněními centrálního 

nervového systému. 
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6      Speciální úvod 

6.1   Vliv nekompetitivního antagonisty N-methyl-D-aspartátu (NMDA) MK-801  

         na učení a paměť 

     Užívání nekompetitivních antagonistů N-methyl-D-aspartátu (NMDA) jako je např. 

ketamin a phencyclidin může vést k poruchám myšlení a vnímání, které je charakteristické 

pro schizofrénii (Krystal a spol.,1994, Malhotra a spol.,1996). NMDA receptorový 

antagonismus také způsobuje poruchy kognitivního a sociálního chování (Javit a Zukin, 1991, 

Coyle, 1996). Mezi nekompetitivní antagonisty NMDA patří také dizocilpin neboli MK- 801, 

chemicky: (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo-(a,d) – cycloheptan-5,10-iminhydrogen-

maleát. Vliv  chronického neonatálního podávání MK-801 na prostorové i neprostorové učení 

v dospělosti byl intenzivně studován (Mc Lamb a spol., 1990, Gorter a de Bruin, 1992, 

Mickley a spol., 1992, Tandon a spol., 1996, Greisbach a Amsel, 1998). Někteří autoři 

uvádějí, že chronická blokáda NMDA receptorů během neonatálního období vede 

k dlouhotrvajícím poruchám hipokampálních funkcí, tedy k poškození učení a paměti (Gorter 

a de Bruin, 1992), jiní experimentátoři např. Tandon a spol. (1996) nenašli dlouhotrvající 

účinky na chování zvířat. Většina badatelů se domnívá, že neonatální blokáda NMDA 

receptorů může mít vliv na testy prováděné v pozdějším věku. Tento názor byl částečně 

potvrzen zjištěním, že NMDA antagonizmus může zvyšovat neurodestrukci v dospělém 

mozku podléhajícím neurodegeneraci (Pohl a spol., 1999, Takadera a spol., 1999, Ikonomidou 

a spol., 2000). Chronický postnatální příjem MK-801 vede u mláďat potkanů k dlouhotrvající 

redukci lokomoční aktivity po pubertě. U mladých potkanů vede podávání MK-801 naopak 

ke zvýšení motorické aktivity (Facchinetti a spol., 1993, 1994). Po 60. dnu PŽ dochází  u 

těchto potkanů ke změně chování směrem do hypoaktivity, podobně jako u lidí trpících 

schizofrenií (Niemi a spol., 2003). Po 60. dnu PŽ při chronickém i.p. podávání MK-801 

dochází u potkanů k změně váhy. Před 60. dnem PŽ mívají potkani užívající MK-801 větší 
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hmotnost než kontroly, po 60. dnu PŽ tomu již bývá naopak (Whishaw a Auer, 1989, Stanley 

a spol., 1996, Schiffelholz a spol., 2004). Neurotoxický efekt MK-801 je mnohem vážnější 

v raném postnatálním období. Blokáda NMDA receptorů  jen na několik hodin během 

pozdního fetálního nebo časného neonatálního období spustí rozsáhlou apoptotickou 

neurodegeneraci ve vyvíjejícím se potkaním mozku (Ikonomidou a spol., 1999). 

 

6.2 Vliv NO, jeho donoru L-argininu a nespecifického inhibitoru NO syntázy (NOS) 

N(G)-nitro-L-arginin metylesteru (L-NAME) na učení a paměť  

      NO je volný radikál, který může působit jako signální molekula i neurotoxin. Může být 

syntetizován spolu s L-citrulinem  z L-argininu (Knowles a spol., 1989) jednou ze tří isoforem 

NO syntazy (NOS): neuronální NOS (nNOS), endoteliální NOS (eNOS) a inducibilní NOS 

(iNOS) (Marletta,1994). NO syntetizovaný každou NOS  má specifický účinek na mozkovou 

tkáň. Neuronální NOS a inducibilní NOS mají neurotoxický efekt, zatímco účinek 

endoteliální NOS je neuroprotektivní (Iadecola, 1997). Mishima se spolupracovníky (2003) 

prokázal, že postischemické podávání L-NAME potkanům signifikantně tlumí opakovanou 

ischémií vzniklé poškození prostorové paměti, zmenšuje apoptózu v hipokampu a oddaluje 

nárůst NO hladin. Známější je pozitivní vliv NO v procesech učení a paměti (Medina a 

Izquiero, 1995). NO donor  S-nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP) zlepšuje retenci u 

potkanů (Fin a spol., 1995). Inhibitory NOS, např. L-NAME nebo 7-nitroindazol (7-NI), 

poškozují učení a paměť v radiálním bludišti (Zuo a spol., 1998). L-arginin má schopnost 

zvrátit efekt inhibitorů NOS   (Zuo a spol., 1998), což podporuje domněnku, že NO ovlivňuje 

učení a paměť (Paul a spol., 2003).  

     Khavandgar se spolupracovníky (2003) podával myším před testem pasivní avoidance 

morfin, který vyvolal reverzibilní postižení paměti. Následné podání L-argininu 5 min po 
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tréninku vedlo k zlepšení konsolidace paměti, zatímco podání nespecifického antagonisty 

NOS L-NAME konsolidaci paměti zhoršovalo. 

     Podávání L-NAME (v dávkách 5, 20 a 50 mg) potkanům, vedlo ke zhoršenému hledání 

skrytého ostrůvku v Morrisově vodním bludišti. Postižení prostorového učení šlo předejít 

podáním ekvivalentní dávky L-argininu. Tyto údaje ukazují, že inhibice NO aktivity 

prostřednictvím  L-NAME vyvolá poškození kognitivního výkonu při nízkých dávkách (pod 

20 mg/kg). Vysoké dávky inhibitorů můžou mít vedlejší účinky jako je malátnost a 

peristaltická dysregulace  svalů gastrointestinálního traktu (Prendergast a spol., 1997).     
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7     Cíle práce 

1. Sledování vývoje motorického učení a aktuálních motorických dovedností myší typu 

Lurcher a wild v průběhu 1. měsíce po narození. 

2. Sledování pozitivního a negativního ovlivnění syntézy NO a jeho dopadu na diskriminační 

učení. 

3. Sledování účinku podávání MK-801 (nekompetitivního antagonisty NMDA receptoru)  

       na diskriminační učení u myší typu Lurcher a  wild odvozených od dvou kmenů. 
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8     Materiál a metodiky 

      Na našem pracovišti již řadu let chováme myši typu Lurcher a wild kmene C3H. Chov byl 

založen díky laskavosti dr. K.W.T. Caddyho (Department of Physiology, University College, 

London), který nám poskytl první chovné jedince. Postižení jedinci kmene C3H mívají  téměř 

vždy světlou barvu srsti (+/Lc), zatímco zdraví jedinci (+/+) bývají tmaví, což umožňuje 

rozlišení obou typů ihned po narození. V nedávné době jsme začali na našem pracovišti 

chovat i kmen C 57B1/7, u kterého nelze rozlišit postižené a zdravé jedince podle barvy srsti.  

 

8.1   Animální model 

     V našich experimentech jsme pracovali s myšmi typu Lurcher (+/Lc) (jedinci s postižením 

mozečku) a myšmi typu wild (+/+) (zdraví jedinci) kmene C3H a kmene C57B1/7 z chovu 

Ústavu patologické fyziologie LF UK v Plzni. Samci myší typu Lurcher (+/Lc)  byli kříženi 

 se samicemi wild typu (+/+) téhož kmene. Polovina mláďat pak byla postižena degenerací 

mozečku (myši typu Lurcher), zatímco druhá polovina byla zdravá (myši typu wild) a sloužila 

v pokusech jako kontroly. Při křížení samic a samců myší typu Lurcher (+/Lc), část vrhu tvoří  

homozygoti Lurcher (+/+), kteří však nejsou životaschopní, proto jsme vždy k chovu 

připouštěli postižené samce (+/Lc) a zdravé samice (+/+), což zaručovalo dobrou péči o 

mláďata, která byla chována v boxech s matkou. Zvířata byla chována za standardních 

podmínek: teplota 22 - 23 °C, vlhkost 40-50 %,  periody světla a tmy se střídaly po 12 

hodinách (6-18-18-6). Potravu myši dostávaly ad libitum. 

     Pokusy byly prováděny s předchozím souhlasem Etické komise LF UK v Plzni. Byly 

zachovány všechny etické normy a zákony platné pro práci s laboratorními zvířaty. 
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8.2    Použité látky a roztoky 

   Byl použit L-arginin v dávce 20 mg/kg subkutánně (s.c.) a L-NAME v dávce 20 mg/kg s.c. , 

MK 801 v dávce 0,25 mg/kg s.c. a jako kontrola fyziologický roztok  s.c. 

8.3   Metodiky  

8.3.1  Motorické učení 

     Pro hodnocení motorického učení se užívá několika metodik, umožňujících rozpoznat 

různé postižení motoriky (Barnett 1964, Lalonde a spol., 1995, Joyal a spol., 1996, Lalonde a 

spol., 1996, Marec a Lalonde, 1997). 

 

8.3.1.1  Hrazda 

     Hodnotí se schopnost zvířete setrvat na malé hrazdě (průměr drátu 1 mm, výška 40 cm), na 

kterou se  zavěsí tak, aby se chytlo předními končetinami.  

     Zvíře je úspěšné (splní kritérium), pokud se udrží na nářadí po dobu jedné minuty. 

 

8.3.l.2  Rotující válec (rotorod) 

     Hodnotí se schopnost zvířete udržet se na pomalu se otáčejícím válci (průměr 15 cm, délka 

20 cm, rychlost 1 otáčka/minuta). 

Pokus má tři modifikace: 

I                 myš se umístí na válec hlavou ve směru pohybu válce 

II                myš se umístí na válec hlavou proti směru pohybu válce 

III               myš se umístí  napříč válcem 

 V každé pozici splní zvíře kritérium, když se udrží na válci 1 minutu. 

 



 29

8.3.1.3  Lávka 

     Hodnotí se schopnost zvířete stát či chodit po malé úzké lávce. Myš se umístí do středu 

lávky (výška 40 cm, délka 30 cm, šířka 2 cm). 

Kritérium úspěšnosti je setrvat na lávce 2 minuty.   

 

8.3.1.4  Žebřík 

     Hodnotí se schopnost zvířete stát nebo šplhat po žebříku (délka 35 cm, šířka 4 cm, průměr 

příček žebříku 4 mm, vzdálenost mezi příčkami 1cm, úhel sklonu 60 stupňů). Myš se umístí  

do středu jeho délky. 

Pokus má tři modifikace :  

I           myš se umístí na žebřík hlavou nahoru 

II          myš se umístí na žebřík hlavou dolů 

III         myš se umístí napříč žebříkem 

Kritérium úspěšnosti je udržet se na žebříku 1 minutu v každé pozici. 

     U všech testů motorického učení byla pod každým nářadím položena měkká pokrývka, 

která tlumila případné pády myší. 

     U metodik rotující válec a žebřík jsme používali tří variant pokusů, čímž jsme dosáhli 

různých úrovní náročnosti, což je důležité zejména u neurodeficientních myší. Každé zvíře 

absolvovalo všechny testy v pořadí: hrazda, rotující válec I, rotující válec II, rotující válec III, 

lávka, žebřík I, žebřík II, žebřík III. Mezi jednotlivými testy mělo každé zvíře oddechovou 

přestávku 30 - 40 s. Testy byly prováděny ráno, vždy ve stejném čase.     
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8.3.2.   Diskriminační učení typu inhibiční reakce  pasivní avoidance 

      Pro výzkum inhibiční reakce pasivní avoidance myší a potkanů byly vyvinuty metodiky 

step through a  step down (Mysliveček, 1990, Mysliveček a Hassmannová, 1990, Mysliveček 

a Hassmannová, 1991).   

8.3.2.1  Step through 

     Tato metodika je určena pro  sledování učení ještě slepých mláďat myší a potkanů. Mládě 

je umístěno do experimentálního boxu o rozměrech  130 x 90 x 130 mm a vystaveno proudu 

studeného vzduchu, před kterým se snaží uniknout do druhé části prostoru. Poté, co se zvíře 

naučí ve třech po sobě následujících pokusech unikat do druhé části boxu, je v další fázi 

experimentu do podlážky této části boxu zapojen přívod elektrického proudu (0,5 mA, 1 Hz, 

trvání 0,2 s). Zvíře se pak zpravidla naučí zůstávat v první, chladnější části boxu. Ze dvou 

nepříjemných podnětů tedy volí ten nebolestivý. Myš splní kritérium, pokud zůstane dvakrát 

za sebou 60 s mimo elektrickou mřížku (splní první a druhé kritérium). Za 24 hodin je pokus 

opakován, aby se zjistila paměťová retence.  

Během pokusu dochází k těmto situacím: 

1. Mládě zpočátku téměř vždy vleze na elektrifikovanou podlážku, kde je vystaveno 

bolestivé stimulaci. Pokud se zvíře nevrátí během 10 s z elektrifikované části, je odtud 

vyjmuto a drženo 30 s  mimo box a poté je pokus opakován ( je zahájeno další sezení). 

2. V další fázi dochází u mláděte k vytváření paměťové stopy v souvislosti s bolestivými 

podněty. Zvíře se pohybuje směrem na elektrifikovanou podlážku a pak se vrací zpět, 

což se různě dlouho opakuje.  

3. Třetí fáze je charakterizována již vytvořenou paměťovou stopou. Mládě se pasivně 

vyhýbá bolestivému podnětu tím, že neopouští bezpečnou podlážku, kde je pouze 

excitováno vzduchem.   
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     Pokusy jsou ukončeny, pokud zvíře zůstane mimo elektrický rošt  dvakrát 60 s – nikoli 

ihned po sobě- (dvě sezení) a nebo po desátém sezení, kdy je vyhodnoceno jako neschopné se 

to naučit. 

     Pro hodnocení učení je rozhodující počet nutných spojů N (čili počet sezení se zapojenou 

elektrifikovanou podlážkou) do dosažení kritéria (tedy dvakrát preferovat bezpečnou 

podlážku a zůstat na ní). 

     K hodnocení paměti se používá retenční index: RI= (n1-nr) / n1, kde n1 je počet nutných 

spojů do splnění kritéria během učení a nr počet nutných spojů do splnění kritéria během 

testování paměti. RI=1 znamená úplnou paměť, RI<1>0 neúplnou paměť, RI=0 žádnou 

paměť. 

 

8.3.2.2  Step down 

     Step down metodika se užívá u starších, již vidících zvířat. Podlážku pokusného boxu o 

rozměrech: 220 x 250 x 190mm tvoří elektrická mřížka (elektrický proud – 1,5 mA, frekvence 

stimulace 1 Hz, trvání stimulace 0,5 s). Myš se umístí dovnitř na úzkou lavičku vzdálenou  od 

podlážky boxu 5 mm. Velikost lavičky se liší podle věku a velikosti pokusného zvířete, nesmí 

však být pro zvíře příliš pohodlná. To je důvodem, že myš z lavičky obvykle seskočí, avšak 

bolestivá stimulace ji přinutí vrátit se zpět. Myš splní kritérium, pokud setrvá na lavičce po 

dobu 100 s.  Za 24 h se provádí test paměťové retence. 

Hodnotili jsme tyto parametry: 

1. doba latence do prvního sestupu z bezpečné lavičky 

2. počet sestupů do dosažení kritéria 

3. čas do dosažení kritéria 

4. doba nociceptivní stimulace (jak dlouho byla myš na elektrické mřížce) 
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9  Vlastní provedení práce. 

         Vlastní práci je rozdělena na 3 jednotlivé části (pokusy)  tak, aby byly splněny 

jednotlivé cílové úkoly, viz kap. 7 strana  26.  Z metodických důvodů jsou u každé části 

(pokusu)  uvedena specifika pracovního postupu, výsledky, obrázky a diskuse. 

 

9.1 Pokus č.1. Cíl: Sledování vývoje motorického učení a aktuálních    

       motorických dovedností myší typu Lurcher a wild v průběhu  

      1. měsíce po narození 
 

9.1.1    Pracovní postup 

      V našich pokusech jsme použili celkem 150 zvířat obou pohlaví. Polovinu tvořily myši 

typu Lurcher (+/Lc), zbytek myši typu wild(+/+) kmene C3H. Patnáct zvířat každého typu 

bylo podrobeno úkolům motorického učení pouze v 15., 20., 25. nebo 30. dnu PŽ bez 

předchozího tréninku (celkem 120 myší). Ostatní myši – typu Lurcher a zdravé kontroly (15 

+/Lc a 15 +/+) byly trénovány ve všech metodikách motorického učení ve 3., 6., 9., 12., 15., 

20., 25., 30. dnu PŽ. Výsledky trénovaných jedinců z 15., 20., 25. a 30. dne PŽ byly srovnány 

s výsledky netrénovaných myší stejného stáří a typu (Lurcher nebo wild). Testy byly 

prováděny  ve stanoveném pořadí: hrazda, rotující válec I, rotující válec II, rotující válec III, 

lávka, žebřík I, žebřík II, žebřík III, vždy ráno v 7 hodin. Mezi jednotlivými testy byly 

přestávky 30 - 40 s, aby sledované zvíře mělo možnost oddechu. V našem chovu jsou 

neurodegenerativní změny téměř vždy spojeny se světlou barvou kůže a srsti zvířete, což  

umožnilo rozlišit  budoucí zdravé a postižené jedince (tedy Lurcher a wild). Studentův t-test a 

Chi kvadrátový test byly použity k statistickému vyhodnocení a srovnání výkonů trénovaných 

a netrénovaných myší (Lurcher i wild) v jednotlivých metodikách. 
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9.1.2    Výsledky 

9.1.2.1  Myši typu Lurcher 

 15. den postnatálního života 

     V 15. dnu PŽ byli trénovaní jedinci úspěšnější v metodice rotující válec III (p< 0,05). V 

metodikách rotující válec II, lávka a žebřík I byly rozdíly na hranici statistické významnosti 

(viz obr. 1) .  

20. den postnatálního života 

      Ve 20. dnu PŽ byly výkony trénovaných zvířat lepší jen v metodice lávka (p< 0,05). 

V ostatních metodikách byly úspěšnější netrénovaní jedinci (žebřík II p< 0,05, žebřík III p< 

0,01, hrazda, rotující válec II a III opět na hranici statistické významnosti) (viz obr. 2).  

 25. den postnatálního života 

     Ve 25. dnu PŽ byla trénovaná zvířata úspěšnější v metodice hrazda (p< 0,01) a  rotující 

válec I  (p< 0,01). V ostatních disciplínách byly buď výkony obou skupin vyrovnané anebo 

byla úspěšnější netrénovaná zvířata (žebřík II a III, p< 0,05) (viz obr. 3).  

30. den postnatálního života 

     V 30. dnu PŽ trénovaní jedinci byli signifikantně lepší než netrénovaní v metodikách 

rotující válec  (p< 0,05) a žebřík III  (p < 0,01). V metodikách hrazda, rotující válec I, III a 

žebřík II byly rozdíly na hranici statistické významnosti (viz obr. 4).  

 

9.1.2.2  Myši typu wild 

15. den postnatálního života 

     V 15. dnu PŽ byly trénované myši signifikantně úspěšnější ve čtyřech testech: rotující 

válec I a II (p< 0,01), rotujíc válec III (p< 0,001) a lávka (p< 0,01). Nesignifikantní rozdíly 
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mezi trénovanými a netrénovanými byly nalezeny v metodice hrazda a všech variantách 

metodiky žebřík (viz obr. 5). 

20. den postnatálního života 

     Ve 20. dnu PŽ byly myši obou skupin 100 % úspěšné v metodice lávka. Trénované myši 

podaly lepší výkony v metodice rotující válec III (p< 0,01). Nesignifikantní rozdíly byly 

zjištěny v metodikách hrazda, rotující válec I a žebřík III. V ostatních disciplínách byla 

úspěšnější netrénovaná zvířata (žebřík I  p< 0,05 žebřík II p< 0,05, rotující válec na hranici 

statistické významnosti) (viz obr. 6).  

25. den postnatálního života 

     V 25. dnu PŽ byla zvířata obou skupin 100 % úspěšná v metodikách lávka a žebřík I. 

V ostatních testech trénovaná zvířata byla úspěšnější v metodikách rotující válec III (p< 0,05) 

a rotující válec I (na hranici statistické významnosti). Netrénovaní jedinci byli lepší než 

trénovaní v metodikách žebřík II (p< 0,0001) a žebřík III (p< 0,05). Výsledky ostatních 

disciplín neukázaly výrazné rozdíly mezi oběma skupinami (hrazda, rotující válec) (viz obr. 

7). 

30. den postnatálního života 

     Ve 30. dnu PŽ byly všechny myši úspěšné v metodice lávka. V ostatních disciplínách byly 

trénované myši také 100 % úspěšné. V pěti metodikách byla trénovaná zvířata signifikantně 

lepší než netrénovaná (hrazda p < 0,01, rotující válec I, II, III, žebřík II p< 0,05) (viz obr. 8). 
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9.1.3   Diskuse  

     Naše výsledky ukazují, že netrénované i trénované myši typu Lurcher většinou nikdy 

nedosáhnou tak dobrých výsledků jako myši typu wild, které jsou signifikantně lepší 

v naprosté většině testů. Paradoxně horší výsledky byly nalezeny u trénovaných zvířat obou 

typů ve 20. dnu PŽ (signifikantně na žebříku II, III u +/Lc a žebříku I a II, u +/+, na hrazdě a 

rotujícím válci II a III u +/Lc a rotujícím válci II u +/+ - tyto rozdíly jsou na hranici statistické 

významnosti) a stále byly horší v 25. dnu PŽ (žebřík II a III u +/Lc a +/+), což bylo 

nepochybně způsobeno relativně častým a intenzivním tréninkem (každý třetí den prvních 

patnáct dnů). Příznivý efekt tréninku byl tudíž patrný jen v 15. dnu PŽ, kdy se ještě neuplatnil 

„overtraining reversal effect“ (ORE) a v 30. dnu PŽ, kdy byly delší intervaly mezi sezeními, 

(přibližně každý pátý den v druhé polovině pokusu) a kdy jsme ORE již nepozorovali. 

Vysvětlení mechanizmu, který vede k zhoršení výsledků motorického učení u myší typu 

Lurcher i myší typu wild v důsledku častého tréninku, nebylo dosud popsáno a tudíž ani 

vysvětleno. Nicméně podle našeho mínění je nutné uvést zde následujícíí tři hypotézy:                                    

     1. nedostatečná motivace - trénované myši obou typů (+/Lc a +/+) v průběhu pokusu 

padaly z malé výšky  na měkkou pokrývku stolu. Pády byly nebolestivé, takže mohly vést 

ztrátě motivace  udržet se na nářadí.  

     2.  habituace mezi sezeními – podle této  hypotézy proces „intersession habituation“ vede 

k paradoxnímu přechodnému zhoršení výsledků u často trénovaných zvířat obou typů. Na 

rozdíl od  Lalondeho a spolupracovníků (Lalonde a spol., 1996 a), kteří popsali  „intersession 

habituation“ u myší typu Lurcher kmene B6CBACa/A w-J  ale ne u zdravých kontrolních  

myší, my jsme  jsme rozdíly v „intersession habituation“ mezi myšmi typu Lurcher a myšmi 

typu wild kmene C3H nepozorovali.  

     3. analogie  ORE  je známá již mnoho let. Byla pozorována hlavně v diskriminačním 

učení, kde nadbytečný trénink urychluje opačné učení (Reid, 1953, Richman a spol., 1972). 
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V poslední době byla objevena důležitá úloha basálních ganglií, zvláště dopaminergních 

neuronů dorsálního striata  v mechanizmu asociativního senzorického chování, tak ORE (Van 

Golf Racht-Delatour a Massioui, 2000). Bylo také pozorováno zlepšení některých 

motorických funkcí po intraperitoneálním podáni L-dopy/carbidopy, dopaminového 

prekurzoru u myší typu Lurcher kmene B6CBACa/A w-J (Thullier a spol., 1997, 1999). Dále 

byl prokázán rozdílný účinek SCH 23390, antagonisty D1 dopaminového receptoru, na 

prostorové učení u dvou kmenů Lurcher mutantů (C3H a C57B1/7) (Cendelín a Vožeh, 2001). 

Tyto rozdíly v dopaminergních funkcích mohou, jak se zdá, vysvětlovat některé odlišnosti 

mezi zdravými a neurodefektními zvířaty. V našich experimentech jsme však nezjistili 

podstatné rozdíly mezi myšmi typu Lurcher a myšmi typu wild v reakci na „overtraining“. 

Ukázala se také rozdílná úroveň obtížnosti jednotlivých specifických testů a jejich variant, 

hlavně u myší typu Lurcher. Například v metodice lávka jsme zjišťovali  poškození 

schopnosti udržování rovnováhy, kdy ve 30. dnu PŽ byla v této metodice úspěšnost 

netrénovaných jedinců typu Lurcher  30 %  a trénovaných  40 %, zatímco myši typu wild 

prokázaly 100 % úspěšnost v obou skupinách (trénovaní i trénovaní). Tyto výsledky jenom 

částečně korespondují s výkony mladých dospělých myší typu Lurcher (odvozenými od 

kmene B6CBACa/A w-J). Tato zvířata dosahovala špatných výsledků v některých testech 

(věšák, vertikální mřížka), zatímco na dřevěném břevnu (lávce) se nenašly rozdíly ve srovnání 

s normálními kontrolami (Lalonde, 1992). 

     Nejvýznamnější výsledky jsme získali v našich pokusech u metodik rotující válec a 

žebříček, kde různé startovní pozice zvířat (tři varianty v každé metodě) hrají důležitou úlohu 

hlavně u netrénovaných myší typu Lurcher, protože jejich neurodefekt jim neumožňuje se 

rychle vypořádat s nově vzniklou situaci a tudíž dochází k častým pádům. Progresivní 

mozečková degenerace patrně způsobuje  signifikantně horší aktuální senzorimotorickou 

odpověď na změnu startovní pozice. Nicméně mutanti typu Lurcher jsou schopni učit se a do 
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jisté míry zlepšovat své motorické výkony během prvního měsíce života, ačkoli v tomto 

měsíci dochází k rozvoji jejich neurodeficitu.Ve 30. dnu PŽ myši typu Lurcher prokázaly 

relativně větší schopnost učení než zdravé myši. Zlepšení představovalo průměrně 36 % u 

myší typu Lurcher a 18 % u myší typu wild, když jsme srovnali průměrné výkony 

trénovaných a netrénovaných myší obou typů. Naše výsledky vývoje raného motorického 

učení společně s pozorováními Lalondeho a spolupracovníků (Lalonde, 1994a,b, Lalonde a 

spol., 1996a,b, Lalonde 1998) podporují hypotézu o účasti  mozečku na motorickém učení. 

U myší typu Lurcher však také dochází k aktivaci mechanizmů, které se snaží kompenzovat 

vzniklý neurodefekt  (Křížková a Vožeh, 2004). 
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9.2    Pokus č.2. Cíl: Sledování pozitivního a negativního ovlivnění    

         syntézy  NO a jeho dopadu na diskriminační učení 

                   
 
9.2.1    Pracovní postup 

      Byly vytvořeny skupiny myší o 15 jedincích stejného typu (wild nebo Lurcher) kmene 

C3H , kterým byl od 2. do 12. dne PŽ každý druhý den podáván buď  nespecifický inhibitor 

NOS L-NAME nebo donor NO L-arginin v dávce 20 mg/kg  subkutánně. Kontrolám byl ve 

stejných dnech subkutánně podáván fyziologický roztok. U všech zvířat bylo sledováno 

diskriminační učení typu inhibiční reakce pasivní avoidance – ve 3. , 4. , 6. a 7. dnu PŽ 

metodou „step through“, v 15. ,16. , 20. a 21. dnu PŽ metodou „step down“. Výsledky byly 

statisticky zpracovány Studentovým t-testem. 

 

9.2.2    Výsledky 

9.2.2.1  Myši typu Lurcher (+/Lc) 

     Podávání L-argininu vedlo k zhoršení učení těchto myší ve srovnání s kontrolami 

v metodice step through  v dosahování 1. kritéria  ve  4. dnu PŽ (p<0,001) (viz obr. 9) a  v 6. a 

7. dnu PŽ (p<0,05) (viz obr. 10). V metodice step down byly u jedinců ovlivňovaných L- 

argininem pozorovány naopak lepší výsledky než u kontrol s fyziologickým roztokem ovšem 

jen na hranici statistické významnosti.   

     Podávání L-NAME myším typu Lurcher vedlo v metodice step through ve 4. dnu PŽ  k 

signifikantnímu zhoršení průběhu učení oproti kontrolám s fyziologickým roztokem 

v dosahování 1. kritéria (p<0,001) a na hranici statistické významnosti v dosahování 2. 

kritéria (viz obr. 11). V 6. a 7. dnu PŽ  jsme nezaznamenali statisticky významné rozdíly mezi 

skupinou ovlivňovanou L-NAME a skupinou kontrolní. 
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     V metodice step down v 16. , 20. a 21. dnu PŽ se ukázaly jako úspěšnější   myši  

s podávaným L-NAME oproti kontrolám s podávaným fyziologickým roztokem ovšem jen na 

hranici statistické významnosti.    

 

9.2.2.2   Myši typu wild (+/+) 

     U těchto zdravých zvířat byla v metodice step through úspěšnější  v dosahování  ve 3. dnu 

PŽ  kontrolní zvířata oproti myším ovlivňovaným L-argininem  (1. kritérium p< 0,05, 2. 

kritérium na hranici statistické významnosti) (viz obr. 12).  

     V 6. a 7. dnu PŽ jsme nenašli signifikantní rozdíly mezi skupinou ovlivňovanou  L-

argininem a skupinou s fyziologickým roztokem. V metodice step down dosáhly v 16. a 20. 

dnu PŽ lepších výkonů kontrolní zvířata oproti jedincům s podávaným L- argininem ovšem 

jen na hranici statistické významnosti.  Další statisticky významné rozdíly nebyly nalezeny. 

      Myši typu wild s podávaným L-NAME byly ve 4. dnu PŽ v dosahování 2. kritéria 

signifikantně úspěšnější než kontroly s fyziologickým roztokem (p<0,001) (viz obr. 13).        

     V metodice step down naopak  jedinci ovlivňovaní L-NAME dosahovali horších výsledků 

než kontrolní zvířata (v 15. dnu PŽ  p< 0,05, v 16. a 20. dnu PŽ na hranici statistické 

významnosti) (viz obr. 14). Další statisticky významné rozdíly jsme nezaznamenali. 
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9.2.3    Diskuse  

     Ovlivňování L-argininem vedlo v metodice step through u myší typu Lurcher k horšímu 

dosahování 1. kritéria ve 4. dnu PŽ (p<0,001) a 6. a 7. dnu PŽ (p<0,05).  V metodice step 

down u jedinců s podávaným L-argininem jsme naopak pozorovali větší úspěšnost  ale pouze 

na hranici statistické významnosti. 

      U myší typu wild jsme v metodice step through zachytili ve 3. dnu PŽ v dosahování 1. 

kritéria lepší výkony kontrolních jedinců (p<0,05). V metodice step down jsme u myší typu 

wild v 16. a 20. dnu PŽ zaznamenali lepší výkony u kontrolní skupiny s podávaným 

fyziologickým roztokem než u myší ovlivňovaných L-argininem, ale  jen na hranici statistické 

významnosti. 

     Můžeme tedy konstatovat, že L-arginin v podávaném množství 20 mg/kg v našich 

pokusech neměl výrazný pozitivní efekt na učení, dokonce jsme zachytili negativní vliv L-

argininu hlavně v raném učení (metodika step through – 3., 4., 16. den PŽ). Jiní autoři naopak 

nalezli pozitivní efekt L- argininu na učení. Plech a spol. (2003)  zjistili prodlouženou latenci 

v testu pasivní avoidance (při podání 0,1 mg/kg L-argininu  s.c. potkanům kmene Wistar), což 

svědčí pro to, že L-arginin zlepšuje učení a konsolidaci paměti. L-arginin zvyšuje koncentraci 

NO v mozku pokusných zvířat (Rajasekaran a Paul, 1999, Paul a Subramanian, 2002), čímž 

zvyšuje schopnost učení potkanů. Účinek na učení je závislý na dávce L-argininu. Studie 

Reddyho a spolupracovníků (Reddy a spol., 2002) také podporuje názor, že zvýšení hladiny 

NO v mozku pozitivně zasahuje do procesů učení a paměti. Telegdy a Kokavszky (1997) 

zaznamenali po podání L-argininu icv potkanům prodloužení latence pasivní avoidance  

závislé na dávce, avšak nenalezli zlepšení paměti. 

      Naše výsledky podporují nálezy z prostorového učení potkanů. V Morrisově vodním 

bludišti bylo u potkanů pozorováno signifikantní zhoršení v hledání skrytého ostrůvku po 

podání nespecifického inhibitoru L-NAME (50mg/kg). Toto zhoršení lze vyrušit současným 
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podáním L-argininu (32,3 mg/kg). Samotné podání L- argininu  nemělo statisticky významné 

účinky na prostorové učení v Morrisově vodním bludišti (Majlessi a spol., 2003). Odlišné 

výsledky jednotlivých autorů mohou být dány dávkou, rozdílným druhem učení a v našem 

případě i druhem zvířete (myši kmene C3H oproti nejčastěji sledovaným potkanům kmene 

Wistar albino).  

     V metodice step through u myší typu Lurcher L-NAME signifikantně zhoršil průběh 

učení ve 4. dnu PŽ v dosažení 1. kritéria (p<0,001) a na hranici statistické významnosti 

v dosažení 2. kritéria. Jde nejspíše o akutní působení na synaptické děje před nástupem 

degenerace. V metodice step down L-NAME naopak zlepšil retenci paměti u myší typu 

Lurcher v 16.  a 21. dnu PŽ a učení ve 20. dnu PŽ v porovnání s fyziologickým roztokem (na 

hranici statistické významnosti), což může svědčit o zpomalení postupu degenerace. 

     U myší typu wild v metodice step through byly v dosažení 2. kritéria ve 4. dnu PŽ 

signifikantně úspěšnější myši ovlivňované L-NAME ve srovnání s kontrolami (p<0,001). 

V metodice step down byli naopak úspěšnější jedinci s fyziologickým roztokem než kontroly 

(v 15. dnu PŽ  p< 0,05, v 16. a 20. dnu PŽ na hranici statistické významnosti).  

     Naše nálezy tak jen částečně podporují zjištění Qianga a spol. (1997), že icv injekce L-

NAME 30 minut před každým tréninkem poškozuje učení a paměť laboratorních potkanů 

v testu pasivní avoidance a v Morrisově vodním bludišti. Další autoři také popisují zhoršení 

prostorového učení po podání inhibitorů NOS v Morrisově vodním bludišti (Chapman a spol., 

1992, Mogensen a spol., 1995, Noda a spol., 1997, Prendergast a spol., 1997, Majlessi a spol., 

2003) a v bludišti s radiálními rameny (Bohme a spol., 1993, Yamada a spol., 1995, Noda a 

spol., 1997). 

     K odlišným závěrům došli Prickaerts a spolupracovníci (1998), kteří podávali L-NAME  

25 mg/kg s.c. ode dne narození až do 24. dne PŽ zdravým potkanům. Zjistili, že aplikace L-

NAME neovlivnila chování zvířat ve volném poli ani prostorové učení a test aktivní 
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avoidance oproti kontrolám s fyziologickým roztokem. Inhibice NO podle těchto autorů 

ovlivňuje během vývoje především krátkodobé nekognitivní chování, ale nemá vliv na 

chování a funkci mozku v dalším životě. Většina výzkumníků se shoduje na tom, že L-NAME 

má vliv na zhoršení učení, avšak ne na dlouhodobou paměť (retenci) (Bannerman a spol., 

1994, Noda a spol., 1997, Borowicz, 1998).  

     Du a Harvey (1996) sledovali zlepšení asociativního učení u králíků a to bez účinků na 

kardiovaskulární systém. Došli  k opačným výsledkům než Chapman a spol., např. srovnávali 

králíky s L-NAME s kontrolní skupinou zvířat užívajících D-NAME a podávali látky 

intravenozně, což zvíře stresuje a vede k nárůstu krevního tlaku. Du a Harvey (1996) 

používali jako kontrolní skupinu zvířat s fyziologickým roztokem a L-NAME i fyziologický 

roztok podávali intraperitoneálně. Toto šetrnější podání nevede k hypertenzi. 

     Z našich výsledků vyplývá, že L-NAME u myší typu Lurcher zhoršuje průběh učení pouze 

v raném věku (4. den PŽ). Zlepšení v 16., 20. a 21. dnu PŽ lze vyložit jako zpomalení procesu 

degenerace působením L-NAME.  

     L-NAME tedy jak se zdá, odlišně působí na myši zdravé a na jedince s vrozenou  

degenerací mozečku. 
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9.3    Pokus č. 3. Cíl: Sledování účinku podání MK-801 (nekompetitivního 
antagonisty NMDA receptoru) na diskriminační učení u myší typu 
Lurcher a  wild odvozených od dvou kmenů  
           

9.3.1    Pracovní postup 

     Čtyřem skupinám myší wild (+/+) a Lurcher (+/Lc) kmenů C3H a C57B1/7 o 10 jedincích 

v každé z nich byl každý druhý den, počínaje 2. a konče 14. dnem aplikován subkutánně buď 

nekompetitivní antagonista NMDA MK-801 (0,25mg/kg )  nebo fyziologický roztok vždy v 9 

hodin ráno. Zvířata byla podrobena metodikám diskriminačního učení typu step through (v 6. 

a 7. dni PŽ) a step down (v 15. a 16.dnu PŽ) vždy v 7 hodin ráno. Výsledky byly statisticky 

zpracovány Studentovým t-testem. 

 

9.3.2     Výsledky 

9.3.2.1  Myši typu Lurcher (+/Lc), kmen C3H 

     V 6. dnu PŽ v metodice step through byly úspěšnější v dosahování 2. kritéria myši 

ovlivňované MK-801 než kontrolní zvířata jen na hranici statistické významnosti (viz obr. 15) 

V ostatních případech nebyly rozdíly statisticky významné. 

 

9.3.2.2  Myši typu wild (+/+), kmen C3H 

     Rozdíly ve výkonech myší ovlivňovaných MK-801 a kontrolních myší, které dostávaly 

fyziologický roztok se v obou metodikách (step through a step down)  ukázaly jako statisticky 

nevýznamné. 

 

9.3.2.3  Myši typu Lurcher (+/Lc), kmen C57B1/7 

     V metodice step through byly úspěšnější v 6. dnu PŽ v dosahování 2. kritéria  myši 

ovlivňované MK-801 (p< 0,05) (viz obr. 16). V 7. dnu PŽ (paměťová retence) byly 

v dosahování 1. i 2. kritéria úspěšnější kontrolní myši s podávaným fyziologickým roztokem  
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(p< 0,05) (viz obr .16). V metodice step down  byly rozdíly v 15. dnu PŽ statisticky 

nevýznamné, v 16. dnu dosahovala lepších výkonů zvířata ovlivňovaná MK-801 (ovšem jen 

na hranici statistické významnosti). 

 

9.3.2.4   Myši typu wild (+/+), kmen C57B1/7 

      V metodice step through jsme nezaznamenali žádné statisticky významné rozdíly mezi 

jedinci ovlivňovanými MK-801 a kontrolami. 

     V metodice step down byly  úspěšnější v dosahování kritéria  myši ovlivňované MK-801 

oproti  kontrolním myším s podávaným fyziologickým roztokem  (v 15. dnu PŽ p< 0,05 v 16. 

dnu PŽ na hranici statistické významnosti) (viz obr. 17). 

 

9.3.2.5 Porovnání myší typů Lurcher kmenů C3H a C57B1/7 

     V metodice step through v 7. dnu PŽ byla v dosahování 1. a 2. kritéria úspěšnější  skupina 

myší kmene C57B1/7 (p< 0,001) (viz obr. 18). V metodice step down nebyly nalezeny žádné 

statisticky významné rozdíly mezi oběma kmeny. 

 

9.3.2.6 Porovnání myší typu wild kmenů C3H a C57B1/7 

     V metodice step through v dosahování 1. i 2. kritéria byly úspěšnější v 7. dnu PŽ myši 

kmene C57B1/7 (1.kritérium p< 0,01, 2. kritérium p < 0,001) (viz obr. 19). V metodice step 

down v 15. dnu PŽ byly rozdíly statisticky nevýznamné, v 16. dnu PŽ  dosahovaly lepších 

výkonů myši kmene C3H (p< 0,01) (viz obr. 20). 
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9.3.3    Diskuse  

      Podávání MK-801 myším typu Lurcher kmene C3H nepřineslo statisticky významné 

rozdíly ve srovnání s kontrolami. Zaznamenali jsme sice lepší výkony myší s podávaným 

MK-801 oproti kontrolám v dosahování 2. kritéria v 6. dnu PŽ v metodice step through ale 

jen na hranici statistické významnosti. 

     K ovlivnění chování podáváním MK-801 nedošlo ani u myší typu wild kmene C3H. 

Statisticky významné rozdíly mezi zvířaty ovlivňovanými MK-801 a kontrolami jsme 

nezaznamenali.  

     K odlišným výsledkům jsme došli při sledování myší kmene C57B1/7. U myší typu 

Lurcher kmene C57B1/7 v metodice step through byla zvířata ovlivňovaná MK-801 

úspěšnější v 6. dnu PŽ v dosahování 2. kritéria (p<0,05) než kontroly s fyziologickým 

roztokem. Při sledování retence paměti v 7. dnu PŽ však myši s podávaným MK-801 

dosahovaly  horších výsledků než kontrolní zvířata s podávaným fyziologickým roztokem (p< 

0,05) v prvním i v druhém kritériu. Nekompetitivní antagonista NMDA, MK-801, tedy 

výrazně zhoršil retenci paměti v 7. dnu PŽ, čímž částečně potvrdil nálezy Yamady a 

spolupracovníků (Yamada a spol.,1996 a), že MK-801 zhoršuje učení pasivního vyhnutí u 

myší. Toto zhoršení je přímo závislé na množství cyklického GMP. Podání S-nitorso-N-

acetylpenicillaminu, zdroje NO, vede k úplné inhibici zhoršení učení vyvolané MK-801. 

Postižení vyvolané MK-801 lze rovněž zmenšit přidáním dibutyryl cyklického GMP. N-

metyl-D-aspartátové receptory tedy hrají důležitou úlohu v procesu učení a paměti. MK-801 

však vede k snížení cyklického GMP pouze v mozečku a nikoli v hipokampu jako L-NAME 

(Yamada a spol., 1996 b).  

     V metodice step down jsme zaznamenali  lepší výkony pouze v 16. dnu PŽ u myší 

ovlivňovaných MK-801 oproti kontrolním zvířatům ovšem jen na hranici statistické 

významnosti. Nezaznamenali jsme tudíž déletrvající vliv MK-801 na učení a paměť jako 
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Gorter a de Bruin (1992). Ti popsali horší výkony ve vodním bludišti u potkanů kmene Wistar 

ve 120. až 140. dnu PŽ, kterým byl od  8. do 19. dne PŽ dvakrát denně podáván MK-801 

v dávce 0,25 mg/kg s.c. Potvrdili jsme spíše nálezy autorů, kteří nenašli dlouhotrvající účinky 

MK-801 na paměť (Tandon a spol.,1996). 

     U myší typu wild kmene C57B1/7 jsme v metodice step through nezachytili žádné 

statisticky významné rozdíly mezi skupinou zvířat s podávaným MK-801 a skupinou 

kontrolní. 

      V metodice step down u myší typu wild kmene C57B1/7 byla úspěšnější  v 15. dnu PŽ 

zvířata ovlivňovaná MK-801 oproti kontrolám (p<0,05). MK-801 tedy v pozdějším období 

(15., 16. den PŽ) má spíše pozitivní vliv na učení a to jak u myší Lurcher, tak u myší typu 

wild kmene C57B1/7. 

      Naše výsledky nás vedou k hypotéze, že myši typu Lurcher kmene C57B1/7 jsou citlivější 

v raném období k vlivu MK-801 na paměť, což lze vysvětlit méněcenností mozečkových 

buněk, které v průběhu života zanikají apoptózou. Po podání 3-acetylpyridinu dochází 

k zániku neuronů dolní olivy mláďat i mladých dospělých myší typu Lurcher, na myši typu 

wild 3-acetylpyridin vliv nemá (Caddy a Vožeh, 1997, Vožeh a spol., 1998). Rovněž u MK-

801 byl prokázán vliv na programovanou smrt buněk ve smyslu urychlení apoptózy (Pohl a 

spol., 1999, Takadara a spol., 1999, Ikonamidou a spol., 2000). Ikonomidou se 

spolupracovníky (1996) podával mláďatům potkanů sedm dní po narození intraperitoneálně 

MK-801  v dávce 1mg/kg nebo 5 mg/kg  30 nebo 60 min před mozkovou kontuzí vyvolanou 

ocelovým válcem (délka 40 cm). Oproti kontrolám byl rozsah poškození mozku u potkanů 

s podávaným MK-801 menší. Při excitotoxickém poškození buněk má tedy MK-801 naopak 

neuroprotektivní účinky.  

     Z našich výsledků jasně vyplývají rozdílné účinky MK-801 na oba kmeny (C3H a 

C57B1/7). Myši kmene C3H se v dávkách námi podávaných (0,25 mg/kg) jeví jako necitlivé 
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k MK-801. Zkoušeli jsme zvířatům kmene C3H podávat vyšší dávky MK-801, ale sledovaní 

jedinci pak byli velmi spaví, málo přijímali potravu a jejich hmotnost se snižovala. Tato 

zvířata pak nebylo možno zařadit do experimentů. 

     Myši typu Lurcher kmene C57B1/7 se ukázaly k podávanému nekompetitivnímu 

inhibitoru NMDA MK-801 citlivé v raném učení v metodice step through, kde jsme 

zaznamenali zhoršení retence paměti v 7. dnu PŽ. U myší typu wild kmene C57B1/7  jsme 

zjistili statisticky významné rozdíly pouze v metodice step down v 15. dnu PŽ a to ve 

prospěch zvířat ovlivňovaných MK-801 oproti kontrolám s fyziologickým roztokem. Zdali šlo 

o pozitivní účinek MK-801 ve smyslu neuroprotekce zdravých buněk před případnými 

negativními vlivy okolí  je otázkou. 

      Srovnáváním výkonů kontrolních myší kmenů C3H a C57B1/7 se ukázalo, že myši kmene 

C57B1/7 mají výrazně lepší výsledky v retenci paměti v metodice step through (7. den PŽ).  

U myší typu wild byl tento rozdíl v dosahování 1. kritéria na hladině statistické významnosti 

p< 0,01 a 2. kritéria p< 0,001. U myší typu Lurcher byl tento rozdíl dokonce p< 0,001 u 1. i 2. 

kritéria. 

      V metodice step down nebyly dosažené výsledky tak jednoznačné. U myší typu Lurcher 

nebyly nalezeny statisticky významné  rozdíly mezi oběma kmeny. U myší typu wild dosáhla 

lepších výsledků v retenci paměti (16. den PŽ) zvířata kmene C3H (p< 0,01).  

     Myši kmene C57B1/7 jsou tedy  mnohem úspěšnější v raném učení metodice step through, 

což můžeme vysvětlit patrně rychlejším rozvojem nervového systému u zvířat tohoto kmene. 

Rychle se rozvíjející nervový systém je však v raném období také zranitelnější – citlivější 

k subkutánnímu podávání MK-801. V období 15. a 16. dne jsme již pozorovali zmenšování 

rozdílů mezi oběma kmeny. U myší typu wild  v 16. dnu PŽ se dokonce jeví jako jedinci 

s lepší pamětí zvířata kmene  C3H než kmene C57B1/7.  
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10.    Závěry 

     Snaha o ovlivnění nervových funkcí u animálního modelu OPCA v raném postnatálním 

období tréninkem či podáváním přesně definovaných neuroaktivních látek lze charakterizovat 

takto: 

1. Motorický trénink je schopen pozitivně ovlivnit vývoj pohybových dovedností jak u 

zdravých jedinců, tak překvapivě výrazně u zvířat s vrozeným neurodefektem a to i 

přes jejich trvalý hendikep. 

2. Látkové ovlivnění v dávkách námi sledovaných není jednoznačné a v případě, kdy 

může jít o ovlivnění rozvoje neurodegenerace je patrný odlišný účinek u zvířat 

zdravých a postižených. 

3. Vedle  rozdílů, které jsou důsledkem neurodegenerace, je třeba vzít v úvahu i kmen 

zvířat. Kmenové charakteristiky mohou být tak rozdílné, že významně modifikují i 

důsledky stejného neurodefektu.  
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                                           Zkratky a vysvětlivky 
 
 
ARG -  L-arginin 
 
°C - stupeň Celsia 
 
C3H - kmen myší C3H 
 
C57 – kmen myší C57B1/7 
 
carbidopa – (-) – L-alfa-hydrazino-alfa-methyl-beta-(3,4-dihydroxy benzen)  propanová           
                    kyselina –monohydrát 
 
cm - centimetr  
 
D-NAME -  nitro-D-arginin metylester 
 
fMR – funkční magnetická rezonance 
 
FR  - fyziologický roztok ( 0,9 % roztok chloridu sodného ve vodě) 
 
GABA – kyselina gama- aminomáselná 
 
Hz – Hertz 
 
icv – intra cerebri ventriculi, do mozkové komory   
 
1.krit. – 1. kritérium 
 
2.krit. – 2. kritérium 
 
L-dopa – (-)-L-alfa-amino-beta-(3,4-dihydroxybenzen) propanová kyselina 
 
L-NAME – N(G)-nitro-L-arginin metylester  
 
LTD – long-term depression, dlouhodobá deprese 
 
LTP – long-term potentiation, dlouhodobá potenciace 
 
mA - miliamper  
 
MK – MK-801 neboli dizocilpin  
 
mm - milimetr 
 
N – počet nutných spojů k dosažení kritérií 
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nc. – nucleus, jádro 
 
NMDA – N- methyl –D-aspartát 
 
NO – oxid dusný 
 
NOS – syntáza oxidu dusnatého 
 
OPCA – olivopontocerebellární atrofie 
 
ORE – overtraining reversal effect, přetrénování způsobené častým tréninkem 
 
PET – pozitronová emisní tomografie 
 
PŽ – postnatální život 
 
RI – retenční index 
 
RNA – ribonukleová kyselina 
 
RTG paprsky – rentgenové paprsky 
 
S – čas do dosažení kritérií (v sekundách) 
 
s.c. – subkutánně 
 
SKF 77434 – antagonista D1 receptoru 
 
tPA – tkáňový aktivátor plasminogenu  
 
VOR – vestibulo-okulární reflex 
 
+/Lc – myši typu Lurcher 
 
+/+ - myši typu wild 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   

 


