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1 Soucasny stav problematiky

1.1 Anatomie mozecku

Mozecek lezi v zadni jamé lebni, dorzaln¢ od prodlouZzené michy a pontu. Na mozecku
rozliSujeme vermis cerebelli, coz je obly, podélny, stiedni pds, oddéleny hlubokymi
sagitalnimi vkleslinami od postrannich ¢asti — hemispheria cerebelli. Cerebellum se dale déli
transversalnimi ryhami (fissura prima a fissura posterolateralis) na tii laloky: lobus anterior
(cranialis), lobus posterior (caudalis), lobus flocculonodularis.

Na povrchu mozecku nalézdme Sedou hmotu oznacovanou jako kiira mozecku. Pod ni je
uloZzena bila hmota mozecku a v hloubce Ctyfi pary mozeckovych jader (nc.globosus, nc.

emboliformis, nc. fastigii, nc. dentatus).

1.2 Histologie mozecku

Rizné ¢asti mozecku maji rozdilné aferentni a eferentni spoje, avsak struktura mozeckové
klry je ve vSech ¢astech stejni. Kira mozecku se skladd ze tii vrstev: vrstvy molekularni,
vrstvy ganglionarni a z vrstvy zrnité.

Na povrchu se nachézi vrstva molekularni, které je relativné chuda na buiiky. Z nervovych
bun€k tu nachizime velmi malé buniky hvézdicovitého tvaru s kratkymi bohaté vétvenymi
vybézky a bunky kosickové. Neurity koSickovych bunék probihaji soubézné s povrchem a
vysilaji vétve, které se kosickovité rozdéluji kolem tél Purkynovych bunék.

Vrstva ganglionarni je tvotena Purkynovymi builkkami hruskovitého tvaru. Od baze
Purkyniovych bun¢k vychazi dlouhy neurit, ktery  skrze bilou hmotu sméfuje az
k mozeckovym jadrim.

Ve vrstve zrnité mnalézame velky pocet granularnich bunék s kratkymi dendrity. Neurity
téchto bunck bézi do molekularni vrstvy, kde se rozdé€luji ve tvaru pismene T a raménka

prikladaji k dendritim Purkynovych bunék. V této vrstvé také nachdzime Golgiho buniky



(s kratkymi dendrity a neurity) a bunky neurogliové.

Bila hmota (dfen) mozecku se sklada z neuroglie a myelinizovanych nervovych vlaken,
ktera délime na vldkna mechova a Splhava. Mechova vldkna ptedstavuji zakonceni nékolika
dilezitych drah  jako je napf. draha spinocerebelarni, pontocerebelarni nebo
vestibulocerebelarni a  sméfuji k dendritiim zmnité vrstvy. Splhavd vlakna piredstavuji
pokracovani olivocerebelarnich a reticulocerebeldrnich drah a sméfuji k Purkynovym

bunkdm, jejichz dendrity oplétaji.

1.3 Funkéni zapojeni mozecku

Z funkéniho hlediska rozdélujeme mozecek na  vestibulocerebellum tvofené
flokulonodularnim lalokem, spinocerebellum (vermis a intermedidlni zény predniho a
zadniho laloku) a cerebrocerebellum (lateralni zony hemisfér).

Vestibulocerebellum je vyvojové nejstarsi ¢ast mozecku, oznacuje se téz jako archicerebe-
llum. Aferentni drahy sem ptichazeji zejména ze statokinetickych ¢idel a poskytuji informace
o poloze a pohybech hlavy. Déle jsou sem piivadény zrakové informace z corpus geniculatum
laterale, colliculi superiores a primarni zrakové kiry. Eferentni drahy jdou do vestibuldrnich
jader a prostfednictvim axialniho svalstva se tak podileji na zajistovani télesné rovnovahy pfti
stoji a chlizi. Dochdzi tak také ke kontrole pohybii o¢i a koordinaci pohybt hlavy a o¢i.

Spinocerebellum, zvané téz paleocerebellum ma hlavni aferentni drahy spinocerebelarni.
Prostiednictvim eferentnich drah je kontrolovano provadéni pohybii a fizen svalovy tonus
axialniho svalstva a svalstva koncetin.

Vyvojoveé nejmladsi ¢ast mozecku — cerebrocerebellum, oznacované téz neocerebellum, ma
aferentni spoje z téch ¢asti mozkové kiry, které kontroluji motoriku (z premotorické, primarni
motorické, primarni somatosenzorické a zadni parietalni kiiry). Eferentni drahy jdou z kiiry do
nc. dentatus, odtud do thalamu a po ptfepojeni do premotorické a primarni motorické kury.

Cerebrocerebellum se podili na planovani, programovani a podnécovani pohybu.



Toto tradi¢ni funk¢ni zapojeni cerebela jako koordinatora rovnovahy a regulatoru

svalového tonu i rovnovahy je dano predevsim experimentalnimi pracemi Lucianiho (Luciani,

1891) a potvrzenymi Holmesovymi klinickymi studiemi (Manni a Petrosini, 1997, Petrosini

a spol., 1998). Teprve pozd¢ji byla odhalena u¢ast mozecku na motorickém uceni (Marr,

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

vzrostl pocet experimentalnich a klinickych dikazi svéd¢icich pro podil mozecku na

kognitivnich funkcich:

1.

Pocet neuronti mozeckové kiiry je vyssi nez pocet neurond kiry velkého mozku
(Glickstein, 1992).

Blizké obousmérné spoje mezi neokortexem (hlavné motorickou kiirou) a mozeckem
umoziyji, Ze informace dodand do mozecku z asociativni kiry mize byt plasticky
modifikovana a poslana do mozkového kmene, thalamu a neokortexu (Middleton a
Strick, 1998).

Klinické studie provedené u nemocnych s poSkozenym mozeckem ukézaly potize
v plnéni ukoll v tfirozmémém prostoru (Walesch a Horn, 1990), ve vizuospacialni
zpétné vazbé (Bracke-Tolkmitt a spol., 1989) a také poruchy v tvorb¢é slov proti
pravidlim sémantickym (Fiez a spol., 1992) nebo fonetickym (Leggio a spol., 1995a,
b). U pacientil s postizenim mozecku byla dale popsana dysgrafie (Silveri a spol.,
1997) a agramatismus (Silveri a spol., 1994).

Vysetienim mozkové aktivity zdravych osob pozitronovou emisni tomografii (PET)
byla zjisténa aktivace mozecku béhem pasivniho pozorovani pohybu stejné jako
behem pohybové predstavy (Decenty a spol.,1994). Magneticka rezonance provedena
u zdravych dospélych prokazala zapojeni nucleus dentatus v kognitivnich funkcich

(Kim a spol., 1994), coz bylo potvrzeno i metodou PET (Van Mier a spol., 1995).



5. Pokusy na zvitatech prokazaly vliv mozecku na riizné typy uceni a paméti (Lalonde a
spol., 1993, Marec a Lalonde, 1997, Thullier a spol., 1997, Monfort a spol., 1998,

Vozeh a spol., 1999, Cendelin a Vozeh 2001, Vozeh a spol., 2001).

2 Motorické ucéeni

2.1 Méni motorické u€eni morfologii bunék mozecku?

Mozecek hraje dilezitou ulohu v procesu motorického uceni. Zpracovava senzorické
podnéty (Adrian, 1943, Shambes a spol., 1978) a koordinuje motoricky vykon (Ito, 1984,
Thach a spol., 1992). Zvysend mozeckova aktivita byla popséna pii ziskavani motorickych
dovednosti u lidi (Seitz a spol.,1990, Seitz a Roland, 1992). Porucha motorické odezvy na
novy senzoricky podnét byla zjiSt€éna u motorického poskozeni (Neshner a Grimm, 1978,
Weiner a spol, 1983). K podobnym vysledkiim doSel 1 vyzkum na zvifatech, kde byly
zaznamenany zmény aktivity Purkynovych bunck v souvislosti s u¢enim (McCormick a
Thompson, 1984, Berthier a Moore, 1986, Gilbert a Thach, 1977, Thompson, 1990,
Ojakangas a Ebner, 1992, 1994, Hesslow a Ivarsson, 1994).

Struktura kiiry mozecku je déna spojenim paralelnich a Splhavych vladken (zajistujici
pfijem informaci) s Purkyiiovou buiikou. N¢kolik teorii se snazilo vysvétlit vliv synaptického
usporadani na motorické uceni (Marr, 1969, Albus, 1971, Gilbert, 1975, Eccles 1977, Fujita,
1982, Tto, 1984). VSechny tyto teorie kladou diiraz na plasticitu synaptického spojeni
paralelnich vldken a Purkynovych bun¢k. Synapse $plhavych buné€k jsou povaZovany za stalé.
Ukézalo se také, Ze kromé& synaptickych zmén dochézi v procesu uceni ke zménam fyziologie
a morfologie Purkyiiovych bun¢k (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 Purkynovy bunky a na ni navazujici vzestup aktivity Splhavych vldken

pravdépodobné indukuje LTP (long-term potentiation) a vede k zpétnému poklesu aktivity



Purkyniovy buiiky a Splhavych vlaken. LTP a LTD (long-term depression) se tedy podileji na
plasticit¢ mozeckové kiry (Kenyon a spol., 1998, Medina a Mauk, 1999). Daniel a spol.
(1998) se zabyvali pfesnym fyziologickym mechanizmem LTD, ktery mozecek potiebuje
k motorickému uceni. Cely mechanizmus zahrnuje indukci LTD, aktivaci napétové fizenych
vapnikovych kanali, aktivaci ionotropnich a metabotropnich glutamatovych receptord,
stimulaci protein kinasy C a tvorbu NO. Pro dulezitost LTD v procesu motorického uéeni
svéd¢i 1 pokusy na transgennich mysSich. Ito (1998) sledoval tlohu LTD na adapta¢nim
mechanizmu vestibulo-okularniho reflexu (VOR). Zaméfil se na sledovani mozeckovych 1ézi
na VOR, aktivitu mozeckovych neuroni béhem adaptace a vliv farmakologicky a geneticky
navozenych zmén mozecku na VOR adaptaci. Vysledky téchto studii svéd¢i pro vliv mozecku
a LTD na VOR plasticitu. Zvitata chovana v prostiedi bohatém na podnéty, vykéazala nartst
dendritického vétveni (Floeter a Greenough, 1979) a zvySenou hustotu dendritickych trnt
vétvi Purkynovych bunck ve srovnani se zvifaty, kterd Zila v prostfedi podnétové chudém
(Pysh a Weiss, 1979). Také zvirata trénovana v motorickych ukolech méla signifikantné vice
synapsi mezi Purkynovymi buiikami a paralelnimi vlakny neZ neaktivni i aktivni kontroly
(Black a spol., 1990, Kleim a spol., 1997). Potkani cviéici tficet dni na provazovych zebfticich
a uzkych lavkach méli signifikantné vétsi pocet synapsi paralelnich vlaken s Purkynovymi
buitkami nez inaktivni kontroly i nez zvifata chovand v prostfedi s moZznosti cviceni
v béhacim kole (Kleim a spol., 1998). U potkanti podrobenych motorickému uceni byl rovnéz
prokdzan narist objemu molekularni vrstvy na jednu Purkyfovu buniku a nardst poctu
krevnich kapilar k udrzeni pottebné difuzni vzdélenosti (Isaacs a spol., 1992). In situ
hybridizace prokézala zvySenou expresi messenger RNA tkanového aktivatoru plasminogenu
(tPA) v Purkynovych buiikdch potkani béhem hodiny, kdy s nimi byli trénovany motorické
ukoly. Indukce tPA béhem motorick¢ého uceni patrné hraje ulohu v aktivaci synaptické

plasticity (Seeds a spol., 1995).



2.2 Je ujedincu s poSkozenym mozeckem mozné motorické uceni?

2.2.1 Fyzikalni a farmakologické poskozeni mozecku u zvirat

Snizena schopnost motorického uceni po trvalém poskozeni mozecku byla pozorovana
(Lincoln a spol., 1982, Weiner a spol., 1983). Unilateralni 1éze mozecku provedena sedm dni
pted tréninkem vedla k znemoznéni uceni podminéného mrkaciho reflexu u kraliki na
ipsilateralni stran¢ avsak nikoli na strané kontralateralni (Lincoln a spol., 1982). Pokusy u lidi
s poskozenym mozeCkem také prokazaly zhorSené uceni (Spatné vyhledavani bodi v prostoru
v ptipadé pouziti hranolovych bryli, které ptetrvavalo na rozdil od zdravych kontrol i po
sundani bryli) (Weiner a spol.,1983). Rovnéz docasna blokdda mozecku agonistou kyseliny
gama-aminomaselné (GABA) muscimolem vede ke snizené schopnosti motorického uceni.
Muscimol podavany mikroinfuzi do nc. interpositus anterior mozeCku kraliki vedl
k prechodné¢ neschopnosti vyvolani mrkaciho reflexu. (Krupa a spol., 1993). Pokusy
s potkany, u kterych bylo cerebellum ozéaifeno RTG paprsky, ukéazaly jen mirnou motorickou
neschopnost, pokud doslo jen k Castecné ztrat€¢ granularnich bunék. Pii subtotdlni ztraté
granularnich bun¢k RTG ozafenim, se u zvifat vyvinuly tézké poruchy koordinace a
rovnovahy. Navzdory témto tézkym poruchdm vyvinuli potkani pfi uceni novou strategii
(seskok zbfevna), ¢imz unikli znaroéné experimentalni situace. Toto chovani bylo
pravdépodobné disledkem snizeného pocitu strachu, coz bylo pozorovano jiz diive u zvitat
s mozeckovymi abnormalitami (Le Marec a spol., 1997). Caston a spol. (1995 a, b) sledovali
motorické chovani na rotorodu (pfi rotaci 20 otacek za minutu) u dospélych mysi po
cerebelektomii. Postoperacni i preoperacni trénink na rotorodu zlepsil vykony mysi oproti

kontrolam.
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2.2.2 Mutantni mysi modely

Pti vyzkumu mozecku se Casto vyuziva mutantnich mysi s jeho vrozenou degeneraci.

U mysi s degeneraci Purkynovych bun¢k (Purkinje cell degeneration mouse — pcd
mutanti) dochazi k zaniku prakticky vSech Purkynovych bun¢k mezi 17. a 24. dnem zivota
(Mullen a spol., 1976, Landis a Mullen, 1978). Devadesat procent granularnich bunék zanika
mezi 3. az 20. mé&sicem postnatalniho Zivota (PZ), protoZe ztraci sviij cil — Purkytiovy buiky
(Triarhou a spol.,1985). Také dochazi ke ztraté asi 20 % neuront hlubokych jader v 10.
mésici PZ (Triarhou a spol., 1987) a od 3. tydne PZ byl zjistén postupny zanik neuronti dolni
olivy (Ghetti a spol., 1987, Shojaeian a spol., 1988, Triarhou a Ghetti, 1991). V priibéhu PZ
dochdzi u pcd mutantd k pomalu postupujicim ztratdm retinalnich fotoreceptorti (Mullen a
spol., 1975).

Pcd mutanti jsou téZce postizeni v podminiovani mrkaciho reflexu (Chen a spol, 1996) a
v prostorové orientaci (Goodlett a spol., 1992). Mutanti typu pcd se navzdory svému
postizeni vyrovnali zdravym kontrolam v ukolech pevné bievno, vertikdlni a Sikma miizka.
Horsi vykony podavali v testu v&sak a v testu akcelerovany rotorod, kde byli vice pasivni nez
kontroly (Le Marec a Lalonde, 1998) Pfi testovani na pohyblivém chodnic¢ku vSak travili
vice Casu chtizi nez kontroly (Le Marec a Lalonde, 1998). Na rozdil od zdravych kontrol,
my$i typu pcd nejsou schopny se ucit praxi (Le Marec a Lalonde, 1997, 1998).

Mutantni mysi typu weaver se vyznacuji masivni ztratou mozeckovych granularnich
bunék s relativnim usettenim Purkynovych bunék, které zanikaji hlavné v pfedni ¢asti vermis,
kde mize jejich zénik Cinit v 5. dnu PZ az 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). Dolni oliva postizena neni (Blatt a
Eisenman, 1985a, Grover a Grusser - Cornehls, 1986). Degenerace se objevuje

v dopaminergnich bunkach substancia nigra. Byla popséna snizend koncentrace dopaminu
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v caudatu a striatu, ale ne v nc. accumbens (Roffler-Tarlov a Graybiel, 1984). Zatim neni
znamo, zda degenerace dopaminergnich neuronti v substancia nigra souvisi s degeneraci
mozeCku. Mysi typu weaver maji obtize pfi plnéni motorickych ukoll, protoze trpi ataxii,
hypertonii a tfesem. Po chirurgickém odstranéni vermis mozecku u mysi typu weaver uplné
vymizel tremor a zlep$ilo se i motorické chovani zvirat (Grusser-Cornehls a spol., 1999).

U mutantnich mysi typu Lurcher dochéazi v pribéhu postnatdlniho Zzivota k velkému
ubytku Purkynovych bunék, granularnich bunék a neuront dolni olivy (Caddy a Biscoe, 1979,
Wetts a Herrup, 1982 a, b, Carpenter, 1986, Chu a Oberdick, 1995, Smeyne a spol., 1995).
V 90. dnu PZ u nich prakticky nenachazime Purkyfovy buiiky a zbyva asi jen 10 %
granuldrnich bunék mozecku a 25 % neurond dolni olivy. Zanik Purkynovych bunék je
podminén mutaci genu pro delta 2 glutamatovy receptor na Sestém chromozomu (Zuo a spol.,
1997). Mutantni mysi typu Lurcher mohou slouzit jako model lidské olivopontocerebelarni
atrofie (OPCA). Toto heredodegenerativni onemocnéni se vyskytuje jak v dominantni, tak
v recesivni formé¢. U mutantnich mysi typu Lurcher vSak, na rozdil od lidské OPCA, mechova
vlakna nedegeneruji. Navzdory ataxii (Thullier a spol., 1997, Fortier a spol., 1987) jsou
mutantni mySi typu Lurcher schopni motorického uc¢eni (Lalonde a spol., 1992, Lalonde,
1994 b, Caston a spol., 1995 b). Pfi testovani na rotujici mfizce, dievéném bievnu i vésaku,
vykéazaly mysi typu Lurcher schopnost zlepSovat své vykony tréninkem (Lalonde 1986,
Lalonde, 1994 a, b, Lalonde a spol., 1996 a, b). Mutanti se zlepsili i béhem vycviku na
rotorodu (Caston a spol., 1995 b, Hilber a Caston, 2001). Mysi typu Lurcher vSak
nedosahovaly ani po tréninku tak dobrych vysledki jako zdravé kontroly (Lalonde, 1994 a, b,
1996 a, b). Ke zhorSeni motorického uc¢eni u mysi typu Lurcher dochéazi ve stafi (Hilber a
Caston, 2001) a po cerebelectomii, coz svéd¢i pro podil hlubokych mozeckovych jader na

motorickém uceni (Caston a spol., 1995 b).

12



Mutantni mysi typu staggerer se v mnoha ohledech podobaji mysim typu Lurcher. Také u
nich dochazi k degeneraci mozeckovych granularnich bun¢k, Purkynovych bunék a neuront
dolni olivy (Sotelo, 1979, Herrup, 1983, Blatt a Eisenman, 1985 a, Shojaeian a spol., 1985).
Tyto mutanty lze diky jejich hormonalné navozené hyperfagii vyuzit jako model pro studium
neuroendokrinnich vztahdi. Mutantni myS$i typu staggerer jsou, stejné¢ jako ostatni mysi
mutanti s degeneraci mozecku, mensi nez zdravé kontroly. Neni to ale v diisledku nizsiho
prijmu potravy. Mysi typu staggerer naopak ptijimaji vice potravy nez zdravé kontrolni mysi
(Gustavino a spol., 1991), coz se vysvétluje zménénym mechanizmem ukladani hnédého tuku
a dal$imi metabolickymi zménami. Neni jasné, jestli degenerace mozecku vede k hyperfagii
cerebelohypotalamickou cestou (Haines a spol., 1984).

Homozygoti typu staggerer trpi rozsahlou degeneraci mozecku a dolni olivy (Herrup a
Mullen, 1979, Blatt a Eisenman, 1985 a, Shojaeian a spol., 1985, Zanjani a spol., 1990, 1992),
jejiz dusledkem jsou t€zké poruchy motoriky a neschopnost se zlepSovat v ukolech
motorického uceni (rotujici miizka, vésak, dievéné bievno) tréninkem (Lalonde 1987 a, b,
Lalonde a spol., 1988, Lalonde a spol., 1996 a, b). Heterozygoti typu staggerer vykazuji
odchylky od normadlu jen ve specifickych motorickych testech. Caston se spolupracovniky
(2003) testovali heterozygoty typu staggerer a zdravé kontroly na rotarodu ve véku 3 a 6
mésict. V obou vé€kovych kategoriich dosahovali mutanti horsich vysledkt nez kontroly, coz
bylo zajimavé zvIasté u tfimésicnich zvifat, nebot’ v tomto véku se degenerace mozecku jesté
nerozviji. To naznaCuje, Ze nékteré biochemické zmény v mozeCku piedchédzeji vlastni
neurondlni smrt a zhorSuji motoricky vykon. Zdravé i mutantni mysi byly schopné sviij vykon
tréninkem zlepSit. Mutantni my$i pfi motorickém uceni pravdépodobné vyuzivaji 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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Mutantni mys$i typu hot-foot se vyznacuji poruchou inervace Purkynovych bunck a
nekrézou c¢asti granularnich buné€k, coz vede k ataxii a trhavym pohybiim zadnich koncetin
(Gustavino a spol.,1990). Hot-foot lokus je lokalizovan na 6. chromozomu (Lyon a spol.,
1996). Mysi typu hot-foot jsou schopny vylepSovat tréninkem své vykony v nékterych
motorickych ukolech (rotujici mfizka, vésak). V metodice dievéné bievno vSak zlepSena
schopnost motorického uc¢eni pozorovana nebyla (Lalonde a spol., 1996b).

Mutantni myS$i typu nervous se vyznacuji specifickou ztrdtou Purkynovych bunék
mozecku a patrné sekundarnim zanikem granularnich bun¢k, vyvolanym atrofii Purkyiovych
bunék (Sidman a Green, 1970, Sotelo a Triller, 1979, Wassef a spol., 1987). Inhibi¢ni
interneurony (kosickové bunky, hvézdicové buiiky, Golgiho buiiky) nejsou vazné postizeny
(Sotelo a Triller, 1979). Mnozstvi degenerovanych Purkynovych bunék je regionalni. Celkove
zanika az 90 % bun&k mezi 3. az 8. tydnem PZ, ale jen 50 % ve vermis moze&ku (Sidman a
Green, 1970). Kromé¢ ztraty mozeckovych bunék u mysi typu nervous také dochazi k zaniku
dorzalnich kochlearnich bun¢k (Landis, 1973, Berrebi a Mugnaini, 1988) a k pomalu
progredujicimu zaniku retinalnich fotoreceptort (Mullen a LaVail, 1975, LaVail a spol., 1993,
White a spol.,1993). Mysi typu nervous dosahuji horSich vysledkd nez zdravé kontroly
v testech staticka lavka, vésak a rotorod (Lalonde a Strazielle, 2001, 2003). V prostorovém
uceni — v Morrisové vodnim bludisti (Morris a spol., 1982, Morris, 1984) méli mutanti
problémy s hledanim skrytého ostriivku. Ve varianté s viditelnym ostrivkem mysi typu

nervous dosahovaly dobrych vysledkt (Lalonde a Strazielle, 2003).

2.3. Motorické uceni u lidi
Testy méfici uceni motorickych dovednosti u lidi mizeme rozdélit do dvou kategorii: do
prvni kategorie patfi testy métici ziskavani dovednosti (motorické sekvenéni uceni), ve druhé

kategorii jsou testy zamétfené na kapacitu kompenzace zmén prostiedi (motorickad adaptace)
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(Doyon a spol., 1996, Shadmehr a Holcomb, 1997, Ungerleider a spol., 2002). V ziskavani
motorickych dovednosti hraje dilezitou roli cerebellum i striatum (Bloedel, 1992, Graybiel,
1995, Thach, 1996, Doyon a spol., 1997a, White, 1997). U lidi trpicich Parkinsonovou
nemoci, Hutingtonovou choreou a u jedinci s poskozenim mozecku byly popsany poruchy
v provadéni ukold vyzadujicich koordinaci o¢i a rukou (Heindel a spol., 1989, Bylsma a spol.,
1990, Sanes a spol., 1990, Harrington a spol., 1990, Roy a spol., 1993) nebo koordinaci
pohybu prsti (Knopman a Nissen, 1991, Ferraro a spol., 1993, Pascual-Leone a spol., 1993,
Doyon a spol., 1997a). Pouzitim pozitronové emisni tomografie (PET) a funkéni magnetické
rezonance (fMR) bylo prokdzdno zvySeni neurondlni aktivity ve striatu i v mozecku
sledovanim hemodynamickych zmén béhem motorického uceni u zdravych 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 spolupracovniky (1996) zjistili, ze lidé
s izolovanym postizenim mozecku byli schopni zlepSit své vykony ve vizuomotorickém
uceni. Nemocni s degeneraci mozecku mohou zlepsit své motorické dovednosti, pokud je
k nim zapotiebi pomalych pohybl. Vykondvani rychlych pohybt je vSak u téchto pacient

omezenéjsi (Topka a spol., 1998).

2.4 Ovlivhuje mozecek kognitivni funkce?

2.4.1 Prostorové uceni

Mys$i mutanti Lurcher 1 weaver prokazuji v Morrisové vodnim bludisti deficit pti hledani
viditelného 1 skrytého ostrivku. Staggerer a pcd mutanti byvaji netispé$ni pouze pii hledani
skrytého ostriivku (Lalonde, 1987b, Vozeh a spol., 1999). Goodlet se spolupracovniky (1992)
testoval mutantni mysi typu ped a zdravé kontroly ve 30, 50 a 110 dnech PZ v Morrisové
vodnim bludiiti. Ve 30. dnu PZ byli pcd mutanti netispé$ni pouze pii hledani skrytého

ostravku. V pozdéjsim veéku se ponckud zhorsili v dosahovani viditelného ostritvku, ale stale
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vyplyva, ze mysi typu staggerer a pcd vykazuji poruchu referencni paméti, zatimco u mysi
typu Lurcher a weaver se jednd o poruchu prostorové orientace. Goldowitz a Koch (1982)
testovali mysi typu staggerer a zdravé kontroly hledanim potravinovych granuli v radialnim
bludisti (Crusio a spol., 1995). U mysi typu staggerer se objevil vétsi pocet chyb pracovni
paméti. Potkani po cerebelektomii pied a nebo po tréninku v jamkovém poli (hole board)
(Dahhaoi a spol., 1992) a zdravé kontroly hledali potravinovou granuli v prostoru s Sestnacti
jamkami. Potkani bez mozecku vykazovali vice chyb béhem tréninku i vlastniho testu nez
zdrava zvitata. Test vyhledavani potravy je citlivy i k odhalovani hipokampalnich 1ézi (Oddes
a Isaacson, 1978).

Poruchy prostorového uceni pii postizeni mozecku byly zaznamendny i u lidi. Mozeckové
abnormality byly zjiStény u pacientll s autismem. SniZzeny pocet Purkynovych bunck ve
vermis a hemisférach mozecku o 20 az 95 % byl nalezen v sedmnicti z devatenacti
z zkoumanych piipadi (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
zbyvajicich pfipadd byly Purkynovy buniky abnormalni, ve druhém byla diagnoza autismu
sporna  (zfejm¢ Slo o Rettliv syndrom). Pacienti s autismem maji patrné inadekvéatni,
nekontrolované signaly z mozecku, které zasahuji do mnoha systémti mozku a zplisobuji
dysfunk¢éni chovani typické pro autismus (Courchesne, 1995, Yeung-Courchesne a
Courchesne, 1997). Nemocni maji potize s pozornosti, jejich mozeckové postizeni zplisobuje
pomalé piesouvani pozornosti mezi senzorickymi modalitami (Akshoomoff a Courchesne,
1992, 1994, Courchesne a spol.,1994). Lidé s poskozenym mozeckem se také pomalu
orientuji v prostoru (Townsend a spol., 1992, 1996 a, b), v pozornostnich testech nejsou
schopni se orientovat za 100 ms jako zdravé kontroly. VySetfeni magnetickou rezonanci

odhalilo, Ze nemocni s poruSenym mozeckem potiebuji obvykle k orientaci v pozornostnim

16



ukolu vice nez 1200 ms (Townsend a spol., 1999). Cerebellum je tedy dilezité pro

prostorové uceni i pro udrzeni a pfesouvani pozornosti.

2.4.2 Diskriminac¢ni uceni typu pasivni avoidance

Mysi typu Lurcher a zdravé kontroly (mysi typu wild) byly porovnavany v metodice step
through a step down. Mutantni mys$i typu Lurcher vykazovaly signifikantné horsi schopnost
uceni v obou metodikach (Vozeh a spol., 1997), coz svéd¢i pro tcast mozecku v kognitivnich
funkcich. Po intraperitonealnim podani neurotoxinu 3-acetylpyridinu doslo k zaniku neuronii
dolni olivy u mlad’at i mladych dosp€lych mysi typu Lurcher, zatimco na mysi typu wild
(tedy zdravé kontroly stejného genetického pozadi) 3-acetylpyridin vliv nemél (Caddy a
Vozeh, 1997, Vozeh a spol., 1998). Snizeny pocet Purkyiiovych bun¢k a 3-acetylpyridinem
prokéazana latentni ménécennost neurond dolni olivy ziejmé maji i své funkéni nasledky. Mysi
typu Lurcher dosahovaly Spatnych vysledki v metodikach step throught a step down jiz

v mladém v&ku —v 6., 8., 13., 15. a 20. dnu PZ (Vozeh a spol., 1998).

3 Mozecek a starnuti

Stara zvitata vykazuji zhorSenou motorickou koordinaci a udrZzovani rovnovahy (Marshall
a Berrios, 1979, Wallace a spol., 1980, Joseph a spol., 1983). Stafi jedinci rovnéZ dosahuji
hor$ich vykoni v motorickém uceni (Bickford a spol., 1992, Bickford, 1993, 1995, Bickford a
spol., 2000, Hilber a Caston, 2001). K podobnym zavérim doslo i1 sledovani starych lidi
(Wiegand a Ramella, 1983, Wright a Payne, 1985, Eslinger a Damasino, 1986). SniZzena
schopnost motorického uceni podobné jako ve stafi byla popsédna u potkanii s chybé&jicimi
centrdlnimi zasobami noradrenalinu a u potkanl se snizenym mnozstvim funkénich beta-

adrenergnich receptort napt. v disledku podéani beta-adrenergniho antagonisty propranololu
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(Bickford a spol., 1992, Bickford, 1993, 1995), coz potvrzuje dilezitou ulohu noradrenalinu
v mozecku (Waston a McElligott, 1983, 1984, Van Neerven a spol., 1990) a pti konsolidaci
paméti (Gilbert, 1975). Tyto vysledky svédéi pro pokles funkce beta-adrenergnich receptort
mozecCku ve stari (Joseph a spol., 1998, Bickford a spol. 2000). Hilber a Caston (2001) popsali
zhorsené motorické uCeni ve stari 21 mésicti u mutantnich mysi typu Lurcher, které vsSak
v tomto pfipadé bylo asi nejvice podminéno zdédénou, postupné se rozvijejici degeneraci
mozeCku. Oxidativni stres a volné kyslikové radikaly jsou pravdépodobné jednou z pficin
neurodegenerativnich chorob jako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba. Volné kyslikové
radikaly se patrné také podileji na projevech stafi (Harman, 1956, Ames a spol., 1993).
Snizeni normaélnich antioxida¢nich obrannych mechanismi ve stafi vede ke sniZeni
biologickych funkci (Harman, 1956, Ames a spol., 1993). Konzumace stravy bohaté na
antioxidanty (ovoce a zelenina) snizuje vyskyt rakoviny (Willet, 1994 a, b, Cao a spol., 1995,
1997) a ischemické choroby srde¢ni (Hughes, 1995, Mayne, 1996) a lze tedy piedpokladat, ze
pozitivni vliv mlize mit i na mozkové funkce. Stafi potkani (18 mésicii) krmeni dietou
obohacenou o borivky, jahody nebo Spenat se zlepsili v testech motorického uceni oproti
kontroldm. Ovoce a zelenina, které jsou zdrojem antioxidantli, mohou, jak se zda, také zvratit
vékem zplisobené snizeni funkce mozeckovych beta-adrenergnich receptori a zngéj

vyplyvajici pokles motorického uceni (Joseph a spol., 1998, Bickford a spol., 2000).

4 Vliv alkoholu na mozecek

Mnoh¢ studie prokézaly, Ze chronické uzivani alkoholu vede k téZkému postiZeni mozku
(Lee a spol., 1981, Phillips a Cragg, 1983, 1984, Phillips a spol., 1987, Karhunen a spol.,
1994, Sullivan a spol., 2000). Mozeckova atrofie je popisovana téméf u poloviny zavislych

na alkoholu (Torvik a Torp, 1986). U alkoholikii ¢asto pozorujeme agitovanost, zvySenou
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excitabilitu, tremor, epileptické kiece a delirium (Hillbom, 1980, Brown a spol., 1988). U lidi
zavislych na alkoholu se rovnéz objevuje ataxie (Woeber a spol., 1998). Také potkani
uzivajici alkohol maji narusené motorické funkce, coz je zplsobené postizenim mozecku
(Ogura a spol., 1980, Breton a spol., 1988) a dosahuji Spatnych vykont na rotorodu (Ogura a
spol., 1980, Costa a spol., 1999). Chronické uzivani alkoholu také vede k zhorSenému
prostorovému a motorickému uc¢eni (Fehr a spol., 1976).

17-beta-estradiol je pfirozeny estrogen, u kterého byly popsany silné neuroprotektivni t¢inky.
17-beta-estradiol eliminoval neuronalni postizeni zpiisobené mozkovou ischemii (Simpkins a
spol., 1997) a sekundarni ischemii zplsobenou subarachnoiddlni hemoragii u zvifeciho
modelu (Yang a spol., 2001). Z klinickych studii vyplyva, Ze terapie 17-beta-estradiolem vede
k niz§imu vyskytu ischemického postizeni u postmenopauzalnich zen (Schmidt, 1996).

Kdyz byl ovarektomizovanym samicim potkand uZzivajicich alkohol podavan 17-beta-
estradiol, vykony na rotorodu byly u téchto samic leps$i nez u zvifat bez hormonélniho
podavani. Také pocet Purkynovych bunék mozecku byl u zvitat s hormonalni substituci vétsi

nez u samic bez ni (Jung a spol., 2002).

5 Moznosti ovlivnéni degenerace mozec¢ku

Cilem sledovani mutantnich mysi s postizenim mozecku neni pouze zjisStovani projevi
degenerace v riznych obdobich Zivota, ale pfedevsim snaha tuto degeneraci zpomalit, predejit
ji, ¢i nahradit jiz ztracené buiiky novymi.

Je znamo, ze dopamin ovlivituje lokomocni aktivitu (Beninger, 1983, Gerfen, 1995).
Ukazuje se také, ze dopamin mize ovliviiovat mozeckovou symptomatologii (Botez a spol.,
1991, Botez a spol., 1996, Lalonde, 1996, Lalonde, 1997). Mozné ovlivnéni motorickych
dysfunkci po mozeckovych 1ézich dopaminem mulze byt vysvétleno mozeckovymi

eferentnimi spoji s dopaminergnimi buitkami stfedniho mozku (Snider a spol.,1976) a malou
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dopaminergni inervaci ze stfedniho mozku (Panagopoulos a spol., 1991, Ikai a spol., 1992).
Thullier se spolupracovniky (1999) sledoval motorickou koordinaci u mutantnich mysi typu
Lurcher po podani nekompetitivniho antagonisty N —methyl —D- aspartatového receptoru
(NMDA) dextrometrophanu, L-dopy/carbidopy a D1 receptorového agonisty dopaminu —
SKF 77434. Po podani 25 a 50 mg/kg dextrametorphanu doslo k zlepSeni pohybu na hrazde¢.
Rovnéz po podani 37,5 mg/kg L-dopy se pohyb na hrazd¢ zlepsil. SKF 77434 pohyb na
hrazdé¢ nezlepSoval ani nezhorSoval. Tyto vysledky ukazuji, ze NMDA receptorovy
antagonismus nebo ovlivnéni dopaminergnich mechanismi ¢aste¢né zlepsuji geneticky danou
cerebelarni ataxii u my$i (Cendelin, Vozeh, 2001).

Klinické zkousky ukazuji, ze podavani 5-hydroxytryptophanu spolu s benserazinem
zlepSuji skore ataxie u nckterych mozeckovych syndromt. Pomalost akce a pretrvavani
ucinkdt naznaCuji, Zze mechanizmus je nezavisly na piimém medidtorovém pisobeni
serotoninu (Trouillas, 1984). U pacienti s OPCA bez zndmek parkinsonismu doslo k zlepSeni
pohybov¢ iniciace a kompletace po dlouhodobé terapii amantadinem — dopamin uvoliiujicim
Cinitelem a agonistou NMDA receptoru. ZlepSeni bylo pozorovano téZ u nemocnych
s Friedreichovou ataxii a spinocerebeldrnim postizenim. Tato zlepSeni byla nezéavisla na
vychozich hladinach homovanylové kyseliny — hlavniho metabolitu dopaminu. Mechanizmus
déje tedy patrné neni limitovan dopaminem (Botez a spol.,1991, Botez a spol.,1996).

Dalsi moznosti v terapii cerebelarni degenerace je transplantace mozeckovych
embryonalnich ¢i fetdlnich bunék. Pfi transplantaci embryondlni cerebelarni tkané do
mozecCku dospélého jedince, kde Purkynovy buiiky degenerovaly nasledkem genetické mutace
a nebo byly znieny neurotoxickym jedem, atroficka vldkna tvofi nové vétve a synapse.
Dochazi k vyvoji normalnich Splhavych vladken. (Rossi a Strata, 1995, Strata a Rossi, 1998).
Funkéni efekt mozeckovych transplantaci na motorickou vykonost byl zkoumén u pcd

mutantli po bilateralni transplantaci mozeckové bunééné suspenze (ziskané z mysi typu wild)
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do parenchymu hlubokych mozeckovych jader. Pcd mysi po transplantaci vykazovaly nizsi
unavnost, lepsi koordinaci a udrzovani rovnovdhy na rotorodu i na otevieném poli oproti
slep¢ operovanym pcd mutantim (Triarhou a spol., 1996, Zhang a spol., 1996). Tomey se
spolupracovniky (1993) provadél transplantace Purkynovych bunék do mozeckd dospélych
mys$i typu Lurcher. Injekéni aplikaci suspenze normalni embryondlni mozeckové tkané
dospélym a mlad’atim mysi typu Lurcher doslo kinfiltraci atrofického hostitelského
cerebelarniho kortextu geneticky normdlnimi Purkyiiovymi bunami jako bylo jiz pfedtim
pozorovano u pcd mutantd. U mysi typu Lurcher darcovské Purkynovy bunky mnohem castéji
osidlily hostitelskou molekularni vrstvu a produkovaly axony, které v nékterych ptipadech
dosahly hostitelskych mozeckovych jader. Pouze u poloviny piijemct vSak doslo k pfezivani
transplantovanych bunék, na rozdil od 100 % uspéchu dosazeného u pcd mysi. (Sotelo a
Alvardo-Mallart, 1986, 1987a,b, 1988). OdlisSnou uspésnost u téchto dvou typll mutantl
mizeme vysvétlit uzitim jiné techniky a téZkou depleci granularnich bunék spolu s jejich
paralelnimi vlakny u mutantnich mysi typu Lurcher (Altman, 1973, 1982, Herndon a Oster-
Granite, 1975, Schmidtmayerova a spol., 2004, Schmidtmayerova a spol., v tisku). U mysi
typu Lurcher mladi hostitelé mozna mohou poskytnout lepsi transplantacni viabilitu, protoze
vice aferentaci pomahé udrzovat neurony S§t€pu. U mladych pcd mysi (Ghetti a spol., 1990)
méa vSak $tép Purkynovych bun€k omezeny ucinek a to zfejmé proto, ze hostitelské
Purkyniovy buiiky omezovaly invazivni aktivitu transplantovanych neuroblastti Purkynovych
bun¢k. Optimalni vék pfijemce st€pu s Purkyiiovymi buiikami bude pravdépodobné urcovan
dvéma protichtdnymi vlivy:

1. negativnim efektem hostitelskych Purkyiiovych bun¢k

2. tropni aktivitou aferentaci do Purkynovych bunék
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Transplantace Purkynovych a dalSich neurondlnich bun¢k mutze byt v budoucnosti
dilezitou soucasti 1é¢by nemocnych trpicich degenerativnimi onemocnénimi centralniho

nervového systému.
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6 Specialni uvod

6.1 Vliv nekompetitivniho antagonisty N-methyl-D-aspartatu (NMDA) MK-801
na uceni a pamét’

Uzivani nekompetitivnich antagonisti N-methyl-D-aspartatu (NMDA) jako je napf.
ketamin a phencyclidin mize vést k poruchdm mysleni a vnimani, které je charakteristické
pro schizofrénii (Krystal a spol., 1994, Malhotra a spol.,1996). NMDA receptorovy
antagonismus také zptisobuje poruchy kognitivniho a socialniho chovani (Javit a Zukin, 1991,
Coyle, 1996). Mezi nekompetitivni antagonisty NMDA patfi také dizocilpin neboli MK- 801,
chemicky: (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo-(a,d) — cycloheptan-5,10-iminhydrogen-
maleat. V1iv chronického neonatalniho podavani MK-801 na prostorové i neprostorové uceni
v dospélosti byl intenzivné studovan (Mc Lamb a spol., 1990, Gorter a de Bruin, 1992,
Mickley a spol., 1992, Tandon a spol., 1996, Greisbach a Amsel, 1998). Néktefi autofi
uvadeji, ze chronickd blokdda NMDA receptori béhem neonatalniho obdobi vede
k dlouhotrvajicim porucham hipokampalnich funkci, tedy k poskozeni uceni a paméti (Gorter
a de Bruin, 1992), jini experimentatoii napt. Tandon a spol. (1996) nenasli dlouhotrvajici
ucinky na chovani zvifat. VétSina badatelii se domniva, Ze neonatdlni blokdada NMDA
receptord muze mit vliv na testy provadéné v pozd¢jsSim veéku. Tento nazor byl ¢astecné
potvrzen zjisténim, ze NMDA antagonizmus muze zvySovat neurodestrukci v dospélém
mozku podléhajicim neurodegeneraci (Pohl a spol., 1999, Takadera a spol., 1999, Ikonomidou
a spol., 2000). Chronicky postnatalni ptijem MK-801 vede u mlad’at potkanii k dlouhotrvajici
redukci lokomo¢ni aktivity po puberté. U mladych potkanti vede podavani MK-801 naopak
ke zvyseni motorické aktivity (Facchinetti a spol., 1993, 1994). Po 60. dnu PZ dochazi u
téchto potkant ke zmén¢ chovani smérem do hypoaktivity, podobné jako u lidi trpicich
schizofrenii (Niemi a spol., 2003). Po 60. dnu PZ pii chronickém i.p. podavani MK-801

dochézi u potkanii k zméné vahy. Pred 60. dnem PZ mivaji potkani uzivajici MK-801 vétsi
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hmotnost neZ kontroly, po 60. dnu PZ tomu jiz byva naopak (Whishaw a Auer, 1989, Stanley
a spol., 1996, Schiffelholz a spol., 2004). Neurotoxicky efekt MK-801 je mnohem vaznéjsi
v raném postnatalnim obdobi. Blokdda NMDA receptori jen na nékolik hodin béhem
pozdniho fetalniho nebo c¢asného neonatdlniho obdobi spusti rozsédhlou apoptotickou

neurodegeneraci ve vyvijejicim se potkanim mozku (Ikonomidou a spol., 1999).

6.2 Vliv NO, jeho donoru L-argininu a nespecifického inhibitoru NO syntazy (NOS)
N(G)-nitro-L-arginin metylesteru (L-NAME) na uceni a pamét’

NO je volny radikal, ktery mize puasobit jako signalni molekula i neurotoxin. Mlze byt
syntetizovan spolu s L-citrulinem z L-argininu (Knowles a spol., 1989) jednou ze tii isoforem
NO syntazy (NOS): neurondlni NOS (nNOS), endotelidlni NOS (eNOS) a inducibilni NOS
(INOS) (Marletta,1994). NO syntetizovany kazdou NOS ma specificky uc¢inek na mozkovou
tkan. Neuronalni NOS a inducibilni NOS maji neurotoxicky efekt, zatimco ucinek
endotelidlni NOS je neuroprotektivni (Iadecola, 1997). Mishima se spolupracovniky (2003)
prokézal, ze postischemické podavani L-NAME potkanlim signifikantné tlumi opakovanou
ischémii vzniklé poskozeni prostorové paméti, zmensSuje apoptézu v hipokampu a oddaluje
nartist NO hladin. Znaméjsi je pozitivni vliv NO v procesech uceni a paméti (Medina a
Izquiero, 1995). NO donor S-nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP) zlepSuje retenci u
potkanti (Fin a spol., 1995). Inhibitory NOS, napf. L-NAME nebo 7-nitroindazol (7-NI),
poskozuji uceni a pamét’ v radidlnim bludisti (Zuo a spol., 1998). L-arginin mé& schopnost
zvratit efekt inhibitort NOS (Zuo a spol., 1998), coz podporuje domnénku, ze NO ovliviiuje
uceni a pamét’ (Paul a spol., 2003).

Khavandgar se spolupracovniky (2003) poddval mySim pied testem pasivni avoidance

morfin, ktery vyvolal reverzibilni postizeni paméti. Nasledné podani L-argininu 5 min po
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tréninku vedlo k zlepSeni konsolidace paméti, zatimco podani nespecifického antagonisty
NOS L-NAME konsolidaci paméti zhorSovalo.

Podéavani L-NAME (v davkach 5, 20 a 50 mg) potkantim, vedlo ke zhor§enému hledani
skrytého ostrivku v Morrisové vodnim bludisti. Postizeni prostorového uceni Slo piedejit
podanim ekvivalentni davky L-argininu. Tyto tdaje ukazuji, Ze inhibice NO aktivity
prostifednictvim L-NAME vyvola poskozeni kognitivniho vykonu pfi nizkych davkach (pod
20 mg/kg). Vysoké davky inhibitori mtzou mit vedlej§i ucinky jako je malatnost a

peristalticka dysregulace svall gastrointestinalniho traktu (Prendergast a spol., 1997).
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7

Cile prace
Sledovani vyvoje motorického uceni a aktudlnich motorickych dovednosti mysi typu

Lurcher a wild v pribéhu 1. mésice po narozeni.

Sledovani pozitivniho a negativniho ovlivnéni syntézy NO a jeho dopadu na diskrimina¢ni
ucent.

Sledovani u¢inku podavani MK-801 (nekompetitivniho antagonisty NMDA receptoru)

na diskriminaéni u€eni u mysi typu Lurcher a wild odvozenych od dvou kment.
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8 Material a metodiky

Na nasem pracovisti jiz fadu let chovame mysi typu Lurcher a wild kmene C3H. Chov byl
zalozen diky laskavosti dr. K.W.T. Caddyho (Department of Physiology, University College,
London), ktery ndm poskytl prvni chovné jedince. Postizeni jedinci kmene C3H mivaji témer
vzdy svétlou barvu srsti (+/Lc), zatimco zdravi jedinci (+/+) byvaji tmavi, cozZ umoziuje
rozlieni obou typi ihned po narozeni. V nedavné dobé jsme zacali na naSem pracovisti

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

8.1 Animalni model

V nasich experimentech jsme pracovali s mySmi typu Lurcher (+/Lc) (jedinci s postizenim
mozecku) a mySmi typu wild (+/4) (zdravi jedinci) kmene C3H a kmene C57B1/7 z chovu
Ustavu patologické fyziologie LF UK v Plzni. Samci mysi typu Lurcher (+/Lc) byli kiizeni
se samicemi wild typu (+/+) téhoz kmene. Polovina mlad’at pak byla postizena degeneraci
mozeCku (mysi typu Lurcher), zatimco druha polovina byla zdrava (mysi typu wild) a slouzila
v pokusech jako kontroly. Pfi kiizeni samic a samcti mysi typu Lurcher (+/Lc), ¢ast vrhu tvori
homozygoti Lurcher (+/+), ktefi vSak nejsou zivotaschopni, proto jsme vzdy k chovu
pripoustéli postizené samce (+/Lc) a zdravé samice (+/+), coz zarucovalo dobrou péci o
mlad’ata, kterd byla chovana v boxech s matkou. Zvifata byla chovana za standardnich
podminek: teplota 22 - 23 °C, vlhkost 40-50 %, periody svétla a tmy se stfidaly po 12
hodinach (6-18-18-6). Potravu mysi dostavaly ad libitum.

Pokusy byly provadény s pfedchozim souhlasem Etické komise LF UK v Plzni. Byly

zachovany vSechny etické normy a zédkony platné pro praci s laboratornimi zvitaty.
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8.2 Pouzité latky a roztoky
Byl pouzit L-arginin v davce 20 mg/kg subkutanné (s.c.) a L-NAME v dévce 20 mg/kg s.c. ,

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

8.3 Metodiky

8.3.1 Motorické uceni
Pro hodnoceni motorického uceni se uziva n¢kolika metodik, umoznujicich rozpoznat
rizné postizeni motoriky (Barnett 1964, Lalonde a spol., 1995, Joyal a spol., 1996, Lalonde a

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

8.3.1.1 Hrazda
Hodnoti se schopnost zvifete setrvat na malé hrazdé (primér dratu 1 mm, vyska 40 cm), na
kterou se zavési tak, aby se chytlo pfednimi koncetinami.

Zvite je uspésné (splni kritérium), pokud se udrzi na naradi po dobu jedné minuty.

8.3.1.2 Rotujici valec (rotorod)
Hodnoti se schopnost zvifete udrzet se na pomalu se ota¢ejicim valci (prumér 15 cm, délka
20 cm, rychlost 1 otacka/minuta).

Pokus ma tfi modifikace:

I mys$ se umisti na valec hlavou ve sméru pohybu vélce
I mys$ se umisti na valec hlavou proti sméru pohybu valce
111 myS$ se umisti napfi¢ valcem

V kazdé pozici splni zvite kritérium, kdyz se udrzi na vélci 1 minutu.
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8.3.1.3 Lavka
Hodnoti se schopnost zvifete stat ¢i chodit po malé uzké lavce. Mys se umisti do stfedu
lavky (vyska 40 cm, délka 30 cm, Sifka 2 cm).

Kritérium Gspésnosti je setrvat na lavce 2 minuty.

8.3.1.4 Zebrik

Hodnoti se schopnost zvifete stat nebo Splhat po zebtiku (délka 35 cm, $itka 4 cm, primér
pricek zebiiku 4 mm, vzdalenost mezi ptickami 1cm, uhel sklonu 60 stupiii). MyS se umisti
do stfedu jeho délky.

Pokus ma tfi modifikace :

I mys$ se umisti na Zebiik hlavou nahoru
II mys$ se umisti na Zebiik hlavou doli
111 mys se umisti napfi¢ Zebiikem

Kritérium GspéSnosti je udrzet se na zebtiku 1 minutu v kazdé pozici.

U vSech testli motorického uceni byla pod kazdym naradim polozena mékka pokryvka,
kterd tlumila pfipadné pady mysi.

U metodik rotujici valec a Zebiik jsme pouzivali tii variant pokusi, ¢imz jsme dosahli
riznych urovni naro¢nosti, coz je dilezité zejména u neurodeficientnich mysi. Kazdé zvife
absolvovalo vSechny testy v potadi: hrazda, rotujici valec I, rotujici vélec II, rotujici valec III,
lavka, zebtik I, zebiik II, zebtik III. Mezi jednotlivymi testy mélo kazdé zvife oddechovou

prestavku 30 - 40 s. Testy byly provadény rano, vzdy ve stejném case.
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8.3.2. Diskriminaéni uéeni typu inhibi¢ni reakce pasivni avoidance

Pro vyzkum inhibi¢ni reakce pasivni avoidance mysi a potkanti byly vyvinuty metodiky
step through a step down (Myslivecek, 1990, Myslivecek a Hassmannova, 1990, Myslivecek
a Hassmannova, 1991).
8.3.2.1 Step through

Tato metodika je urcena pro sledovani uceni jesté slepych mlad’at mysi a potkant. Mladé
je umisténo do experimentalniho boxu o rozmérech 130 x 90 x 130 mm a vystaveno proudu
studeného vzduchu, pied kterym se snazi uniknout do druhé ¢asti prostoru. Poté, co se zviie
nauci ve tfech po sobé nasledujicich pokusech unikat do druhé ¢asti boxu, je v dalsi fazi
experimentu do podlazky této casti boxu zapojen piivod elektrického proudu (0,5 mA, 1 Hz,
trvani 0,2 s). Zvife se pak zpravidla nauci ziistdvat v prvni, chladnéjsi ¢asti boxu. Ze dvou
nepiijemnych podnétl tedy voli ten nebolestivy. Mys splni kritérium, pokud zlstane dvakrat
za sebou 60 s mimo elektrickou miizku (splni prvni a druhé kritérium). Za 24 hodin je pokus
opakovan, aby se zjistila pamét'ova retence.
Béhem pokusu dochazi k témto situacim:

1. Mladé zpocatku téméi vzdy vleze na elektrifikovanou podldzku, kde je vystaveno
bolestivé stimulaci. Pokud se zviie nevrati béhem 10 s z elektrifikované ¢asti, je odtud
vyjmuto a drzeno 30 s mimo box a poté je pokus opakovan ( je zahdjeno dalsi sezeni).

2. V dalsi fazi dochazi u mladéte k vytvateni pamétové stopy v souvislosti s bolestivymi
podnéty. Zvite se pohybuje smérem na elektrifikovanou podlazku a pak se vraci zpét,
coz se ruzn¢ dlouho opakuje.

3. Tieti faze je charakterizovana jiz vytvofenou pamétovou stopou. Mladé se pasivné
vyhyba bolestivému podnétu tim, ze neopousti bezpeénou podlazku, kde je pouze

excitovano vzduchem.
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Pokusy jsou ukonceny, pokud zvife zistane mimo elektricky rost dvakrat 60 s — nikoli
ihned po sobé- (dve sezeni) a nebo po desatém sezeni, kdy je vyhodnoceno jako neschopné se
to naucit.

Pro hodnoceni uceni je rozhodujici pocet nutnych spoji N (¢ili pocet sezeni se zapojenou
elektrifikovanou podlazkou) do dosazeni kritéria (tedy dvakrat preferovat bezpecnou
podlazku a zistat na ni).

K hodnoceni paméti se pouziva retencni index: RI= (n;-n;) / ny, kde ny je pocet nutnych
spoji do splnéni kritéria béhem uceni a n, pocet nutnych spoji do splnéni kritéria béhem
testovani paméti. RI=1 znamena uplnou pamét, RI<I>0 nelplnou pamét, RI=0 zadnou

pameét’.

8.3.2.2 Step down

Step down metodika se uziva u starsich, jiz vidicich zvifat. Podlazku pokusného boxu o
rozmérech: 220 x 250 x 190mm tvofi elektrickd mtizka (elektricky proud — 1,5 mA, frekvence
stimulace 1 Hz, trvani stimulace 0,5 s). Mys se umisti dovniti na uzkou lavicku vzdalenou od
podlazky boxu 5 mm. Velikost lavicky se lisi podle veku a velikosti pokusného zvitete, nesmi
vSak byt pro zvife pfili§ pohodlna. To je divodem, ze mys z lavicky obvykle seskoci, avSak
bolestiva stimulace ji pfinuti vratit se zpét. Mys splni kritérium, pokud setrva na lavi¢ce po
dobu 100 s. Za 24 h se provadi test pamét'oveé retence.
Hodnotili jsme tyto parametry:

1. doba latence do prvniho sestupu z bezpecné lavicky

2. pocet sestupil do dosazeni kritéria

3. cas do dosazeni kritéria

4. doba nociceptivni stimulace (jak dlouho byla mys na elektrické miizce)
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9 Vlastni provedeni prace.

Vlastni préci je rozdé€lena na 3 jednotlivé Casti (pokusy) tak, aby byly splnény
jednotlivé cilové ukoly, viz kap. 7 strana 26. Z metodickych ditvodi jsou u kazdé ¢asti

(pokusu) uvedena specifika pracovniho postupu, vysledky, obrazky a diskuse.

9.1 Pokus €.1. Cil: Sledovani vyvoje motorického uceni a aktualnich
motorickych dovednosti mysi typu Lurcher a wild v priibéhu

1. mésice po narozeni

9.1.1 Pracovni postup

V naSich pokusech jsme pouzili celkem 150 zvifat obou pohlavi. Polovinu tvotily mysi
typu Lurcher (+/Lc), zbytek mysi typu wild(+/+) kmene C3H. Patnact zvifat kazdého typu
bylo podrobeno tkolim motorického uéeni pouze v 15., 20., 25. nebo 30. dnu PZ bez
ptedchoziho tréninku (celkem 120 mysi). Ostatni mysi — typu Lurcher a zdravé kontroly (15
+/Lec a 15 +/+) byly trénovany ve vSech metodikach motorického uceni ve 3., 6., 9., 12, 15.,
20., 25., 30. dnu PZ. Vysledky trénovanych jedincii z 15., 20., 25. a 30. dne PZ byly srovnany
s vysledky netrénovanych mysi stejného staii a typu (Lurcher nebo wild). Testy byly
provadény ve stanoveném potadi: hrazda, rotujici valec I, rotujici valec II, rotujici valec III,
lavka, zebtik I, zebiik II, zebtik III, vzdy rdno v 7 hodin. Mezi jednotlivymi testy byly
prestavky 30 - 40 s, aby sledované zvife mélo moznost oddechu. V nasem chovu jsou
neurodegenerativni zmény témét vzdy spojeny se svétlou barvou klize a srsti zvifete, coz
umoznilo rozlisit budouci zdravé a postizené jedince (tedy Lurcher a wild). Studenttv t-test a
Chi kvadratovy test byly pouzity k statistickému vyhodnoceni a srovnani vykoni trénovanych

a netrénovanych mysi (Lurcher i wild) v jednotlivych metodikach.
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9.1.2 Vysledky
9.1.2.1 MysSi typu Lurcher
15. den postnatalniho Zivota
metodikach rotujici vélec I, 1avka a zebtik I byly rozdily na hranici statistické vyznamnosti
(vizobr. 1) .
20. den postnatilniho Zivota
Ve 20. dnu PZ byly vykony trénovanych zvifat lepsi jen v metodice lavka (p< 0,05).
0,01, hrazda, rotujici valec II a III opét na hranici statistické vyznamnosti) (viz obr. 2).

25. den postnatalniho Zivota

vvvvvv

vvvvvv

30. den postnatalniho Zivota
V 30. dnu PZ trénovani jedinci byli signifikantné lepsi neZ netrénovani v metodikach
rotujici valec (p< 0,05) a zebiik III (p < 0,01). V metodikach hrazda, rotujici valec I, III a

zebtik II byly rozdily na hranici statistické vyznamnosti (viz obr. 4).

9.1.2.2 MysSi typu wild

15. den postnatalniho Zivota

vvvvvv

valec I a I (p< 0,01), rotujic valec III (p< 0,001) a lavka (p< 0,01). Nesignifikantni rozdily
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mezi trénovanymi a netrénovanymi byly nalezeny v metodice hrazda a vSech variantach
metodiky zZebtik (viz obr. 5).
20. den postnatilniho Zivota

Ve 20. dnu PZ byly mysi obou skupin 100 % Gsp&$né v metodice lavka. Trénované mysi
podaly lepsi vykony v metodice rotujici valec III (p< 0,01). Nesignifikantni rozdily byly
zjistény v metodikdch hrazda, rotujici valec I a Zzebiik III. V ostatnich disciplinach byla
uspesnéjsi netrénovana zvirata (zebiik I p< 0,05 Zebiik II p< 0,05, rotujici valec na hranici
statistické vyznamnosti) (viz obr. 6).
25. den postnatilniho Zivota

V 25. dnu PZ byla zvitata obou skupin 100 % Uspésna v metodikach lavka a Zebiik 1.
a rotujici valec I (na hranici statistické vyznamnosti). Netrénovani jedinci byli lepsi nez
trénovani v metodikach zebiik II (p< 0,0001) a zebiik IIT (p< 0,05). Vysledky ostatnich
disciplin neukéazaly vyrazné rozdily mezi obéma skupinami (hrazda, rotujici valec) (viz obr.
7).
30. den postnatalniho Zivota

Ve 30. dnu PZ byly viechny mysi tspé&né v metodice lavka. V ostatnich disciplinach byly
trénované mysi také 100 % uspésné. V péeti metodikach byla trénovana zvitata signifikantné

lepsi nez netrénovana (hrazda p < 0,01, rotujici valec 1, 11, 111, zebtik II p< 0,05) (viz obr. 8).
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9.1.3 Diskuse

Nase vysledky ukazuji, ze netrénované i trénované mysi typu Lurcher vétSinou nikdy
nedosdhnou tak dobrych vysledkli jako myS$i typu wild, které jsou signifikantné lepsi
v naprosté vétsSing testll. Paradoxné horsi vysledky byly nalezeny u trénovanych zvitat obou
typti ve 20. dnu PZ (signifikantné na Zebtiku II, IIT u +/Lc a Zebiiku I a II, u +/+, na hrazdé a
rotujicim valci II a IIT u +/Lc a rotujicim valci II u +/+ - tyto rozdily jsou na hranici statistické
vyznamnosti) a stale byly hor§i v25. dnu PZ (Zebiik II a IIl u +/Lc a +/4), coz bylo
nepochybné zplisobeno relativné ¢astym a intenzivnim tréninkem (kazdy tieti den prvnich
patnact dnt1). Pfiznivy efekt tréninku byl tudiz patrny jen v 15. dnu PZ, kdy se jesté neuplatnil
,overtraining reversal effect“ (ORE) a v 30. dnu PZ, kdy byly deli intervaly mezi sezenimi,
(priblizné kazdy paty den v druhé polovin¢ pokusu) a kdy jsme ORE jiz nepozorovali.
Vysvétleni mechanizmu, ktery vede k zhorSeni vysledkli motorického uceni u mysi typu
Lurcher i mysi typu wild v disledku castého tréninku, nebylo dosud popsano a tudiz ani
vysvétleno. Nicméné podle naSeho minéni je nutné uvést zde nasledujicii tii hypotézy:

1. nedostate¢na motivace - trénované mysi obou typii (+/Lc a +/+) v prab&hu pokusu
padaly z malé vysky na mékkou pokryvku stolu. Pady byly nebolestivé, takze mohly vést
ztraté¢ motivace udrzet se na naradi.

2. habituace mezi sezenimi — podle této hypotézy proces ,,intersession habituation® vede
k paradoxnimu pifechodnému zhorseni vysledkii u Casto trénovanych zvifat obou typt. Na
rozdil od Lalondeho a spolupracovnikti (Lalonde a spol., 1996 a), kteti popsali ,,intersession
habituation® u mysi typu Lurcher kmene B6CBACa/A w-J ale ne u zdravych kontrolnich
mys$i, my jsme jsme rozdily v ,intersession habituation* mezi mySmi typu Lurcher a mySmi
typu wild kmene C3H nepozorovali.

3. analogie ORE je zndma jiz mnoho let. Byla pozorovana hlavné v diskrimina¢nim

uceni, kde nadbytecny trénink urychluje opacné uceni (Reid, 1953, Richman a spol., 1972).
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V posledni dobé byla objevena dilezitd tloha basalnich ganglii, zvlasté dopaminergnich
neuront dorsalniho striata v mechanizmu asociativniho senzorického chovani, tak ORE (Van
Golf Racht-Delatour a Massioui, 2000). Bylo také pozorovano zlepseni néckterych
motorickych funkci po intraperitonedlnim podani L-dopy/carbidopy, dopaminového
prekurzoru u mysi typu Lurcher kmene B6CBACa/A w-J (Thullier a spol., 1997, 1999). Dale
byl prokazan rozdilny ucinek SCH 23390, antagonisty D1 dopaminového receptoru, na
prostorové uceni u dvou kmenti Lurcher mutant (C3H a C57B1/7) (Cendelin a Vozeh, 2001).
Tyto rozdily v dopaminergnich funkcich mohou, jak se zdd, vysvétlovat nékteré odliSnosti
mezi zdravymi a neurodefektnimi zvifaty. V naSich experimentech jsme vSak nezjistili
podstatné rozdily mezi mySmi typu Lurcher a mySmi typu wild v reakci na ,,overtraining®.
Ukézala se také rozdilnd uroven obtiznosti jednotlivych specifickych testi a jejich variant,
hlavné u mysi typu Lurcher. Napiiklad v metodice lavka jsme zjiStovali poskozeni
schopnosti udrzovani rovnovahy, kdy ve30. dnu PZ byla vtéto metodice usp&snost
netrénovanych jedincii typu Lurcher 30 % a trénovanych 40 %, zatimco mysi typu wild
prokazaly 100 % uspesnost v obou skupindch (trénovani i trénovani). Tyto vysledky jenom
casteCné koresponduji s vykony mladych dospélych mysi typu Lurcher (odvozenymi od
kmene B6CBACa/A w-J). Tato zvifata dosahovala Spatnych vysledk v nékterych testech
(vesak, vertikalni miizka), zatimco na dfevéném bievnu (lavce) se nenasly rozdily ve srovnani
s normalnimi kontrolami (Lalonde, 1992).

Nejvyznamnéj$i vysledky jsme ziskali v naSich pokusech u metodik rotujici vélec a
zebticek, kde rizné startovni pozice zvitat (tfi varianty v kazdé metod¢) hraji dtlezitou tilohu
hlavné u netrénovanych mysi typu Lurcher, protoze jejich neurodefekt jim neumoziuje se
rychle vypotadat s nové vzniklou situaci a tudiz dochazi k castym padim. Progresivni
mozeCkova degenerace patrné zplsobuje signifikantné hor$i aktudlni senzorimotorickou

odpovéd’ na zménu startovni pozice. Nicméné mutanti typu Lurcher jsou schopni ucit se a do
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jisté miry zlepSovat své motorické vykony béhem prvniho mésice zivota, ackoli v tomto
mésici dochazi k rozvoji jejich neurodeficitu.Ve 30. dnu PZ mysi typu Lurcher prokazaly
relativné vétsi schopnost uceni nez zdravé mysi. ZlepSeni predstavovalo primérné 36 % u
myS$i typu Lurcher a 18 % u mysi typu wild, kdyZz jsme srovnali primérné vykony
trénovanych a netrénovanych mysi obou typt. Nase vysledky vyvoje raného motorického
uceni spole¢né s pozorovanimi Lalondeho a spolupracovniki (Lalonde, 1994a,b, Lalonde a
spol., 1996a,b, Lalonde 1998) podporuji hypotézu o ucasti mozecku na motorickém uceni.

U mysi typu Lurcher vSak také dochazi k aktivaci mechanizmi, které se snazi kompenzovat

vznikly neurodefekt (Ktizkova a Vozeh, 2004).
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9.2 Pokus ¢.2. Cil: Sledovani pozitivhiho a negativniho ovlivnéni

syntézy NO a jeho dopadu na diskrimina€ni u¢eni

9.2.1 Pracovni postup

Byly vytvotfeny skupiny mysi o 15 jedincich stejného typu (wild nebo Lurcher) kmene
C3H, kterym byl od 2. do 12. dne PZ kazdy druhy den podavan bud’ nespecificky inhibitor
NOS L-NAME nebo donor NO L-arginin v davce 20 mg/kg subkutdnné. Kontroldm byl ve
stejnych dnech subkutanné podéavan fyziologicky roztok. U vSech zvitat bylo sledovano
diskriminaéni uéeni typu inhibiéni reakce pasivni avoidance — ve 3. , 4., 6. a 7. dnu PZ
metodou ,,step through®, v 15.,16. , 20. a 21. dnu PZ metodou ,,step down*. Vysledky byly

statisticky zpracovany Studentovym t-testem.

9.2.2 Vysledky
9.2.2.1 MysSi typu Lurcher (+/Lc)

Podavéani L-argininu vedlo k zhorSeni u€eni téchto my$i ve srovndni s kontrolami
v metodice step through v dosahovani 1. kritéria ve 4. dnu PZ (p<0,001) (viz obr.9)a v 6. a
7. dnu PZ (p<0,05) (viz obr. 10). V metodice step down byly u jedincti ovliviiovanych L-
argininem pozorovany naopak lepsi vysledky nez u kontrol s fyziologickym roztokem ovSem
jen na hranici statistické vyznamnosti.

Podavani L-NAME mysim typu Lurcher vedlo v metodice step through ve 4. dnu PZ k
signifikantnimu zhorSeni pribéhu uceni oproti kontroldm s fyziologickym roztokem
v dosahovani 1. kritéria (p<0,001) a na hranici statistické vyznamnosti v dosahovani 2.
kritéria (viz obr. 11). V 6. a 7. dnu PZ jsme nezaznamenali statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinou ovliviiovanou L-NAME a skupinou kontrolni.
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vvvvvv e

V metodice step down v 16. , 20. a 21. dnu PZ se ukazaly jako usp&snéjsi mys
s podavanym L-NAME oproti kontrolam s podavanym fyziologickym roztokem ovSem jen na

hranici statistické vyznamnosti.

9.2.2.2 Mysi typu wild (+/+)
PZ kontrolni zvifata oproti mys$im ovliviiovanym L-argininem (1. kritérium p< 0,05, 2.
kritérium na hranici statistické vyznamnosti) (viz obr. 12).

V6. a 7. dnu PZ jsme nenasli signifikantni rozdily mezi skupinou ovliviiovanou L-
argininem a skupinou s fyziologickym roztokem. V metodice step down dosahly v 16. a 20.
dnu PZ lepsich vykonii kontrolni zvifata oproti jedinciim s podavanym L- argininem oviem
jen na hranici statistické vyznamnosti. DalSi statisticky vyznamné rozdily nebyly nalezeny.

Mysi typu wild s podiavanym L-NAME byly ve 4. dnu PZ v dosahovani 2. kritéria

V metodice step down naopak jedinci ovliviiovani L-NAME dosahovali hor$ich vysledk
nez kontrolni zvirata (v 15. dnu PZ p< 0,05, v 16. a 20. dnu PZ na hranici statistické

vyznamnosti) (viz obr. 14). Dalsi statisticky vyznamné rozdily jsme nezaznamenali.
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9.2.3 Diskuse

Ovliviiovéani L-argininem vedlo v metodice step through u mysi typu Lurcher k horSimu
dosahovani 1. kritéria ve 4. dnu PZ (p<0,001) a 6. a 7. dnu PZ (p<0,05). V metodice step
down u jedincl s poddvanym L-argininem jsme naopak pozorovali vétsi uspésnost ale pouze
na hranici statistické vyznamnosti.

U mysi typu wild jsme v metodice step through zachytili ve 3. dnu PZ v dosahovani 1.
kritéria lepsi vykony kontrolnich jedinci (p<0,05). V metodice step down jsme u mysi typu
wild v 16. a 20. dnu PZ zaznamenali lep§i vykony u kontrolni skupiny s podavanym
fyziologickym roztokem nez u mysi ovliviiovanych L-argininem, ale jen na hranici statistické
vyznamnosti.

Muzeme tedy konstatovat, ze L-arginin v poddvaném mnozstvi 20 mg/kg v nasich
pokusech nemél vyrazny pozitivni efekt na uceni, dokonce jsme zachytili negativni vliv L-
argininu hlavné v raném udeni (metodika step through — 3., 4., 16. den PZ). Jini autofi naopak
nalezli pozitivni efekt L- argininu na uceni. Plech a spol. (2003) zjistili prodlouzenou latenci
v testu pasivni avoidance (pfi podani 0,1 mg/kg L-argininu s.c. potkaniim kmene Wistar), coz
svédci pro to, ze L-arginin zlepSuje uceni a konsolidaci paméti. L-arginin zvySuje koncentraci
NO v mozku pokusnych zvifat (Rajasekaran a Paul, 1999, Paul a Subramanian, 2002), ¢imz
zvysuje schopnost uéeni potkant. Uginek na udeni je zavisly na davce L-argininu. Studie
Reddyho a spolupracovnikii (Reddy a spol., 2002) také podporuje nazor, ze zvyseni hladiny
NO v mozku pozitivné zasahuje do procest uceni a paméti. Telegdy a Kokavszky (1997)
zaznamenali po podani L-argininu icv potkaniim prodlouzeni latence pasivni avoidance
zavislé na davce, avSak nenalezli zlepSeni paméti.

Nase vysledky podporuji nalezy z prostorového uceni potkanti. V Morrisové vodnim
bludisti bylo u potkanii pozorovano signifikantni zhorSeni v hledani skrytého ostrivku po

podani nespecifického inhibitoru L-NAME (50mg/kg). Toto zhorSeni 1ze vyrusit sou¢asnym
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podanim L-argininu (32,3 mg/kg). Samotné podani L- argininu nem¢lo statisticky vyznamné
ucinky na prostorové uceni v Morrisové vodnim bludisti (Majlessi a spol., 2003). Odlisné
vysledky jednotlivych autord mohou byt dany davkou, rozdilnym druhem uceni a v nasem
pripad¢ i druhem zvifete (mySi kmene C3H oproti nejéastéji sledovanym potkantiim kmene
Wistar albino).

V metodice step through u mysi typu Lurcher L-NAME signifikantné zhorsil prabéh
uéeni ve 4. dnu PZ v dosazeni 1. kritéria (p<0,001) a na hranici statistické vyznamnosti
v dosazeni 2. kritéria. Jde nejspiSe o akutni plisobeni na synaptické déje pred néstupem
degenerace. V metodice step down L-NAME naopak zlepsil retenci paméti u mysi typu
Lurcher v 16. a21. dnu PZ a u&eni ve 20. dnu PZ v porovnani s fyziologickym roztokem (na
hranici statistické vyznamnosti), coz mize svéd¢it o zpomaleni postupu degenerace.

U mysi typu wild v metodice step through byly v dosaZeni 2. kritéria ve 4. dnu PZ
V metodice step down byli naopak tspésnéjsi jedinci s fyziologickym roztokem nez kontroly
(v 15. dnu PZ p< 0,05, v 16. a 20. dnu PZ na hranici statistické vyznamnosti).

Nase nalezy tak jen ¢aste¢né podporuji zjisténi Qianga a spol. (1997), ze icv injekce L-
NAME 30 minut pied kazdym tréninkem poSkozuje uceni a pamét laboratornich potkant
v testu pasivni avoidance a v Morrisové vodnim bludisti. Dalsi autofi také popisuji zhorSeni
prostorového uceni po podani inhibitord NOS v Morrisové vodnim bludisti (Chapman a spol.,
1992, Mogensen a spol., 1995, Noda a spol., 1997, Prendergast a spol., 1997, Majlessi a spol.,
2003) a v bludisti s radidlnimi rameny (Bohme a spol., 1993, Yamada a spol., 1995, Noda a
spol., 1997).

K odliSnym zavérim dosli Prickaerts a spolupracovnici (1998), kteti podavali L-NAME
25 mg/kg s.c. ode dne narozeni az do 24. dne PZ zdravym potkaniim. Zjistili, Zze aplikace L-

NAME neovlivnila chovani zvifat ve volném poli ani prostorové uceni a test aktivni
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avoidance oproti kontrolam s fyziologickym roztokem. Inhibice NO podle téchto autorii
ovliviiuje béhem vyvoje piedevsim kratkodobé nekognitivni chovani, ale nema vliv na
chovani a funkci mozku v dal§im zivoté. VétSina vyzkumnikl se shoduje na tom, ze L-NAME
ma vliv na zhorSeni uceni, avSak ne na dlouhodobou pamét’ (retenci) (Bannerman a spol.,
1994, Noda a spol., 1997, Borowicz, 1998).

Du a Harvey (1996) sledovali zlepSeni asociativniho uceni u kralikti a to bez ucinkd na
kardiovaskularni systém. Dosli k opa¢nym vysledkiim nez Chapman a spol., napt. srovnavali
kraliky s L-NAME s kontrolni skupinou zvifat uzivajicich D-NAME a podavali latky
intravenozné, coz zvife stresuje a vede k narGstu krevniho tlaku. Du a Harvey (1996)
pouzivali jako kontrolni skupinu zvifat s fyziologickym roztokem a L-NAME 1 fyziologicky
roztok podavali intraperitonealné. Toto SetrnéjSi podani nevede k hypertenzi.

Z nasich vysledkl vyplyva, ze L-NAME u mysi typu Lurcher zhorSuje pritbéh uceni pouze
v raném véku (4. den PZ). Zlepseni v 16., 20. a 21. dnu PZ lze vylozit jako zpomaleni procesu
degenerace ptisobenim L-NAME.

L-NAME tedy jak se zd4, odlisn¢ pisobi na mysi zdravé a na jedince s vrozenou

degeneraci mozecku.
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9.3 Pokus €. 3. Cil: Sledovani u€inku podani MK-801 (nekompetitivniho
antagonisty NMDA receptoru) na diskrimina¢ni u€eni u mysi typu
Lurcher a wild odvozenych od dvou kmenu

9.3.1 Pracovni postup

Ctyfem skupindm mysi wild (+/4) a Lurcher (+/Lc) kment C3H a C57B1/7 o 10 jedincich
v kazdé z nich byl kazdy druhy den, poCinaje 2. a konce 14. dnem aplikovan subkutanné bud’
nekompetitivni antagonista NMDA MK-801 (0,25mg/kg ) nebo fyziologicky roztok vzdy v 9
hodin rano. Zvitata byla podrobena metodikdm diskriminacniho uceni typu step through (v 6.

a 7. dni PZ) a step down (v 15. a 16.dnu PZ) vzdy v 7 hodin rano. Vysledky byly statisticky

zpracovany Studentovym t-testem.

9.3.2 Vysledky
9.3.2.1 MysSi typu Lurcher (+/Lc), kmen C3H
ovlivitované MK-801 nez kontrolni zvifata jen na hranici statistické vyznamnosti (viz obr. 15)

V ostatnich ptipadech nebyly rozdily statisticky vyznamné.

9.3.2.2 MysSi typu wild (+/+), kmen C3H
Rozdily ve vykonech mysi ovliviiovanych MK-801 a kontrolnich mysi, které dostavaly
fyziologicky roztok se v obou metodikach (step through a step down) ukazaly jako statisticky

nevyznamne.

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

vvvvvv

ovlivitované MK-801 (p< 0,05) (viz obr. 16). V 7. dnu PZ (pamétova retence) byly

v dosahovani 1. i 2. kritéria uspésnéjsi kontrolni mysi s poddvanym fyziologickym roztokem
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(p< 0,05) (viz obr .16). V metodice step down byly rozdily v 15. dnu PZ statisticky
nevyznamné, v 16. dnu dosahovala lepsich vykont zvifata ovliviiovana MK-801 (ovSem jen

na hranici statistické vyznamnosti).

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

V metodice step through jsme nezaznamenali zadné statisticky vyznamné rozdily mezi
jedinci ovliviiovanymi MK-801 a kontrolami.
oproti kontrolnim mysim s podavanym fyziologickym roztokem (v 15. dnu PZ p< 0,05 v 16.

dnu PZ na hranici statistické vyznamnosti) (viz obr. 17).

9.3.2.5 Porovnani mysi typi Lurcher kmenu C3H a C57B1/7

vvvvvv

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

statisticky vyznamné rozdily mezi obéma kmeny.

9.3.2.6 Porovnani mysi typu wild kmena C3H a C57B1/7

vvvvvv

kmene C57B1/7 (1.kritérium p< 0,01, 2. kritérium p < 0,001) (viz obr. 19). V metodice step
down v 15. dnu PZ byly rozdily statisticky nevyznamné, v 16. dnu PZ dosahovaly lepsich

vykonti mys$i kmene C3H (p< 0,01) (viz obr. 20).
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9.3.3 Diskuse

Podavani MK-801 mysSim typu Lurcher kmene C3H nepfineslo statisticky vyznamné
rozdily ve srovnani s kontrolami. Zaznamenali jsme sice lepsi vykony mysi s podavanym
MK-801 oproti kontrolam v dosahovani 2. kritéria v 6. dnu PZ v metodice step through ale
jen na hranici statistické vyznamnosti.

K ovlivnéni chovani podavanim MK-801 nedoslo ani u mysi typu wild kmene C3H.
Statisticky vyznamné rozdily mezi zvifaty ovliviiovanymi MK-801 a kontrolami jsme
nezaznamenali.

K odlisnym vysledkim jsme dosli pfi sledovani myS$i kmene CS57B1/7. U mysi typu
Lurcher kmene C57B1/7 v metodice step through byla zvifata ovliviiovand MK-801
roztokem. Pii sledovani retence paméti v 7. dnu PZ viak mysi s podiavanym MK-801
dosahovaly horsich vysledkt nez kontrolni zvitata s poddvanym fyziologickym roztokem (p<
0,05) vprvnim i v druhém kritériu. Nekompetitivni antagonista NMDA, MK-801, tedy
vyrazné zhorsil retenci paméti v7. dnu PZ, ¢imz &asteéné potvrdil nalezy Yamady a
spolupracovnikli (Yamada a spol.,1996 a), ze MK-801 zhorSuje uceni pasivniho vyhnuti u
myS$i. Toto zhorSeni je pfimo zavislé na mnozstvi cyklického GMP. Podani S-nitorso-N-
acetylpenicillaminu, zdroje NO, vede k uplné inhibici zhorSeni uceni vyvolané MK-801.
Postizeni vyvolané MK-801 lze rovnéz zmenSit pfidanim dibutyryl cyklického GMP. N-
metyl-D-aspartatové receptory tedy hraji dilezitou ulohu v procesu uceni a paméti. MK-801
vsak vede k snizeni cyklického GMP pouze v mozecku a nikoli v hipokampu jako L-NAME
(Yamada a spol., 1996 b).

V metodice step down jsme zaznamenali lep§i vykony pouze v 16. dnu PZ u mysi
ovliviiovanych MK-801 oproti kontrolnim zvifatim ovSem jen na hranici statistické

vyznamnosti. Nezaznamenali jsme tudiz déletrvajici vliv MK-801 na u€eni a pamét’ jako
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Gorter a de Bruin (1992). Ti popsali horsi vykony ve vodnim bludisti u potkani kmene Wistar
ve 120. az 140. dnu PZ, kterym byl od 8. do 19. dne PZ dvakrat denné podavan MK-801
v davce 0,25 mg/kg s.c. Potvrdili jsme spiSe nadlezy autori, ktefi nenasli dlouhotrvajici uc¢inky
MK-801 na pamét’ (Tandon a spol.,1996).

U mySi typu wild kmene C57B1/7 jsme v metodice step through nezachytili zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou zvifat s poddvanym MK-801 a skupinou
kontrolni.
zvitata ovliviiovana MK-801 oproti kontroldm (p<0,05). MK-801 tedy v pozd¢jsim obdobi
(15., 16. den PZ) ma spiSe pozitivni vliv na uéeni a to jak u mysi Lurcher, tak u my3i typu
wild kmene C57B1/7.

Nase vysledky nés vedou k hypotéze, ze mysi typu Lurcher kmene C57B1/7 jsou citlivéjsi
v raném obdobi k vlivu MK-801 na pamét, coz lze vysvétlit ménécennosti mozeckovych
bunék, které v priibéhu Zivota zanikaji apoptdézou. Po podani 3-acetylpyridinu dochazi
k zaniku neurond dolni olivy mlad’at i mladych dospélych mysi typu Lurcher, na mysi typu
wild 3-acetylpyridin vliv nema (Caddy a Vozeh, 1997, Vozeh a spol., 1998). Rovnéz u MK-
801 byl prokazéan vliv na programovanou smrt bunék ve smyslu urychleni apoptozy (Pohl a
spol., 1999, Takadara a spol, 1999, Ikonamidou a spol.,, 2000). Ikonomidou se
spolupracovniky (1996) podaval mlad’atim potkanii sedm dni po narozeni intraperitonedlné
MK-801 v davce 1mg/kg nebo 5 mg/kg 30 nebo 60 min pred mozkovou kontuzi vyvolanou
ocelovym vélcem (délka 40 cm). Oproti kontroldm byl rozsah poskozeni mozku u potkant
s podavanym MK-801 mensi. Pfi excitotoxickém poskozeni buné€k mé tedy MK-801 naopak
neuroprotektivni ucinky.

Z nasich vysledkl jasné vyplyvaji rozdilné ucinky MK-801 na oba kmeny (C3H a

C57B1/7). Mysi kmene C3H se v davkach nami podavanych (0,25 mg/kg) jevi jako necitlivé
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k MK-801. Zkouseli jsme zvifatim kmene C3H podavat vyssi davky MK-801, ale sledovani
jedinci pak byli velmi spavi, malo pfijimali potravu a jejich hmotnost se snizovala. Tato
zvitata pak nebylo mozno zatadit do experimentt.

Mysi typu Lurcher kmene C57B1/7 se ukazaly k podavanému nekompetitivnimu
inhibitoru NMDA MK-801 citlivé vraném uceni v metodice step through, kde jsme
zaznamenali zhor$eni retence paméti v 7. dnu PZ. U mysi typu wild kmene C57B1/7 jsme
zjistili statisticky vyznamné rozdily pouze v metodice step down v 15. dnu PZ a to ve
prospéch zvitat ovliviitovanych MK-801 oproti kontrolam s fyziologickym roztokem. Zdali §lo
o pozitivni uc¢inek MK-801 ve smyslu neuroprotekce zdravych bunck pied piipadnymi
negativnimi vlivy okoli je otazkou.

Srovnavanim vykont kontrolnich mys$i kmentt C3H a C57B1/7 se ukazalo, ze mysi kmene
C57B1/7 maji vyrazné lepsi vysledky v retenci paméti v metodice step through (7. den PZ).
U mysi typu wild byl tento rozdil v dosahovani 1. kritéria na hlading statistické vyznamnosti
p< 0,01 a 2. kritéria p< 0,001. U mysi typu Lurcher byl tento rozdil dokonce p< 0,001 u 1.1 2.
kritéria.

V metodice step down nebyly dosazené vysledky tak jednoznac¢né. U mysi typu Lurcher
nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi obéma kmeny. U mysi typu wild doséhla
lepsich vysledkii v retenci paméti (16. den PZ) zvifata kmene C3H (p< 0,01).
coz miizeme vysvétlit patrné rychlejs$im rozvojem nervového systému u zvitat tohoto kmene.
Rychle se rozvijejici nervovy systém je vSak v raném obdobi také zranitelnéjsi — citlivéjsi
k subkutannimu podévani MK-801. V obdobi 15. a 16. dne jsme jiz pozorovali zmenSovani
rozdil mezi obéma kmeny. U mysi typu wild v 16. dnu PZ se dokonce jevi jako jedinci

s lep$i paméti zvirata kmene C3H nez kmene C57B1/7.
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10. Zavéry

Snaha o ovlivnéni nervovych funkci u animalniho modelu OPCA v raném postnatalnim
obdobi tréninkem ¢i podavanim piesné definovanych neuroaktivnich latek Ize charakterizovat
takto:

1. Motoricky trénink je schopen pozitivné ovlivnit vyvoj pohybovych dovednosti jak u
zdravych jedinct, tak piekvapivé vyrazné u zvifat s vrozenym neurodefektem a to i
ptes jejich trvaly hendikep.

2. Latkové ovlivnéni v davkach nami sledovanych neni jednoznaéné a v ptipadé, kdy
muze jit o ovlivnéni rozvoje neurodegenerace je patrny odlisSny ucinek u zvirat
zdravych a postizenych.

3. Vedle rozdild, které jsou disledkem neurodegenerace, je tfeba vzit v uvahu i kmen
zvitat. Kmenové charakteristiky mohou byt tak rozdilné, Ze vyznamné modifikuji i

disledky stejného neurodefektu.
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ZKkratky a vysvétlivky

ARG - L-arginin

°C - stupeni Celsia

C3H - kmen mysi C3H
C57 — kmen mysi C57B1/7

carbidopa — (-) — L-alfa-hydrazino-alfa-methyl-beta-(3,4-dihydroxy benzen) propanova
kyselina —monohydrat

cm - centimetr

D-NAME - nitro-D-arginin metylester

fMR — funk¢éni magneticka rezonance

FR - fyziologicky roztok ( 0,9 % roztok chloridu sodného ve vod¢)
GABA - kyselina gama- aminomaselna

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) propanova kyselina
L-NAME — N(G)-nitro-L-arginin metylester

LTD - long-term depression, dlouhodoba deprese

LTP — long-term potentiation, dlouhodobé potenciace

mA - miliamper

MK — MK-801 neboli dizocilpin

mm - milimetr

N — pocet nutnych spoji k dosazeni kritérii
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nc. — nucleus, jadro

NMDA — N- methyl —D-aspartat

NO - oxid dusny

NOS - syntéaza oxidu dusnatého

OPCA - olivopontocerebellarni atrofie
ORE - overtraining reversal effect, pretrénovani zptsobené Castym tréninkem
PET — pozitronova emisni tomografie

PZ — postnatalni Zivot

RI — reten¢ni index

RNA — ribonukleova kyselina

RTG paprsky — rentgenové paprsky

S — ¢as do dosazeni kritérii (v sekundach)
s.c. — subkutanné

SKF 77434 — antagonista D1 receptoru
tPA — tkanovy aktivator plasminogenu
VOR - vestibulo-okuldrni reflex

+/Lc — mysi typu Lurcher

+/+ - mys$i typu wild
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