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Uvod
Soucasny stav problematiky

Mozecku je tradicné pfipisovana uloha koordindtora pohybii, rovnovéhy a
reguldtora svalového tonu. Pozdé¢ji byla odhalena i1 ucast mozecku na
motorickém uceni a kognitivnich funkcich obecné (Marr, 1969, Albus, 1971,
Houk a spol., 1996, Brainesenberg a spol.,1997).
Vhodnym modelem pro vyzkum degenerace mozecku jsou mysi typu Lurcher, u
nichz dochazi v pribéhu Zivota k velkému ubytku Purkynovych bungk,
granularnich bunék a neurontt dolni olivy (Caddy a Biscoe, 1979, Wetts a
Herrup, 1982 a, b, Carpenter, 1986). Zanik Purkynovych bunék je podminén
mutaci genu pro delta 2 glutamatovy receptor na Sestém chromozomu (Zuo a
spol., 1997). Navzdory ataxii (Thullier a spol., 1997, Fortier a spol., 1987) jsou
mutantni my$i typu Lurcher schopni motorického uc¢eni (Lalonde a spol., 1992,
Lalonde, 1994 a, b, Caston a spol., 1995 a, b), avSak nedosahuji tak dobrych
vysledkt jako zdravé kontroly (Lalonde, 1994a,b, 1996 a, b).

Dizocilpin neboli MK-801 patii mezi nekompetitivni antagonisty NMDA. Vliv
chronického neonatalniho podédvani MK-801 na prostorové i neprostorové uceni
v dospélosti byl intenzivné studovan (Mc Lamb a spol., 1990, Gorter a de Bruin,
1992, Tandon a spol., 1996, Greisbach a Amsel, 1998). Né&kteti autoi1 uvadé;i,
7ze chronicka blokdda NMDA receptori béhem neonatdlniho obdobi vede
k dlouhotrvajicim poruchdm hipokampalnich funkci tedy k poSkozeni uceni a
paméti (Gorter a de Bruin, 1992), jini experimentatofi napt. Tandon a spol.
(1996) nenasli dlouhotrvajici u€inky na chovani zvifat. NMDA antagonizmus
muze zvySovat neurodestrukci v dospélém mozku podléhajicim neurodegeneraci
(Pohl a spol., 1999, Takadera a spol., 1999, Ikonomidou a spol., 2000).
Neurotoxicky efekt MK-801 je mnohem vaznéjsi v raném postnatalnim obdobi.
Blokdda NMDA receptorti jen na n¢kolik hodin béhem pozdniho fetalniho nebo
casného neonatalniho obdobi spusti rozsahlou apoptotickou neurodegeneraci ve
vyvijejicim se potkanim mozku (Ikonomidou a spol., 1999).

NO je volny radikal, ktery mtze ptsobit jako signdlni molekula i neurotoxin.
Muze byt syntetizovan spolu s L-citrulinem z L-argininu (Knowles a spol.,
1989) jednou ze tii isoforem NO syntizy (NOS): neurondlni NOS (nNOS),
endotelialni NOS (eNOS) a inducibilni NOS (iNOS) (Marletta,1994). NO ma
vliv na uceni a pamét’ (Medina a Izquiero, 1995). NO donor S-nitroso-N-
acetylpenicillamin (SNAP) zlepSuje retenci paméti u potkani (Fin a spol.,
1995). Inhibitory NO syntazy (NOS), napt. N(G)-nitro-L-arginin metyl ester (L-
NAME) nebo 7-nitroindazol (7-NI), poskozuji ufeni a pamét v radidlnim
bludisti. L-arginin ma schopnost zvratit efekt inhibitorii NOS (Zou a spol.,
1998), coz podporuje domnénku, ze NO pozitivn€ ovlivituje uceni a pamét’ (Paul
a spol., 2003).



V této praci jsme sledovali:

- vyvoj motorického uceni a aktualnich motorickych dovednosti v priibéhu
1. mésice po narozeni,

- pozitivni a negativni ovlivnéni syntézy NO a jeho dopadu na
diskriminacni uceni,

- ucinek podavani MK-801 (nekompetitivniho antagonisty NMDA
receptoru) na diskriminaéni uceni mysi typu Lurcher a wild odvozenych
od dvou kmenil

Material a metodiky

Na nasem pracovi§ti chovame mysi typu Lurcher a wild kmenti C3H a
C57B1/7. PostiZzeni jedinci kmene C3H mivaji témét vzdy svétlou barvu srsti
(+/Lc), zatimco zdravi jedinci (+/4) byvaji tmavi, coZ umoziuje rozliSeni obou
typl ihned po narozeni. U kmene C57B1/7 nelze rozlisit postizené a zdravé
jedince podle barvy srsti.

Animalni model

V naSich experimentech jsme pracovali s mySmi typu Lurcher (+/Lc) (jedinci
s postizenim mozecku) a mySmi typu wild (+/+) (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 mys$i typu Lurcher (+/Lc¢) ¢ast vrhu tvoii
homozygoti Lurcher (+/+), ktefi v8ak nejsou Zivotaschopni, proto jsme vzdy
k chovu pfipoustéli postizené¢ samce (+/Lc) a zdravé samice (+/+), coZ
zarucovalo dobrou péfi o mlad’ata, ktera byla chovdna v boxech s matkou.
Zvitata byla chovana za standardnich podminek: teplota 22 - 23 °C, vlhkost 40-
50 %, periody svétla a tmy se stfidaly po 12 hodinéach (6-18-18-6). Potravu mysi
dostavaly ad libitum.
Pokusy byly provadény s ptedchozim souhlasem Etické komise LF UK v Plzni.
Byly zachovany vSechny etické normy a zakony platné pro praci s laboratornimi
zvitaty.

Pouzité latky a roztoky

Byl pouzit L-arginin v davce 20 mg/kg subkutanné (s.c.) a L-NAME v davce
20 mg/kg s.c., MK-801 v davce 0,25 mg/kg s.c. a jako kontrola fyziologicky
roztok s.c.



Metodiky
Motorické uéeni

Pro hodnoceni motorického uceni se uziva nékolika metodik, umoziujicich
rozpoznat rizné postizeni motoriky (Barnett, 1964, Lalonde a spol., 1995, Joyal
a spol., 1996, Lalonde a spol., 1996 a, b, Marec a Lalonde, 1997).

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 uspeés$né (splni kritérium), pokud se udrzi na natfadi po dobu jedné
minuty.

Rotujici valec (rotorod)

Hodnoti se schopnost zvifete udrzet se na pomalu se otacejicim valci (primeér 15
cm, délka 20 cm, rychlost 1 otacka/minuta).

Pokus ma tfi modifikace:

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

V kazdé pozici splni zvife kritérium, kdyZ se udrzi na valci 1 minutu.

Lavka

Hodnoti se schopnost zvifete stat ¢i chodit po malé tzké lavce. MyS se umisti do
sttedu lavky (vyska 40 cm, délka 30 cm, Sitka 2 cm).

Kritérium uspéSnosti je setrvat na lavce 2 minuty.

Zebrik

Hodnoti se schopnost zvifete stat nebo Splhat po Zebtiku (délka 35 cm, Sitka 4
cm, primér pricek zebiiku 4 mm, vzdalenost mezi ptickami 1cm, thel sklonu 60
stupna). Mys se umisti do stiedu jeho délky.

Pokus ma ti1 modifikace :

I myS se umisti na Zebiik hlavou nahoru
II mys se umisti na zZebiik hlavou doli
I mys se umisti naptic Zebiikem

Kritérium uspésnosti je udrzet se na Zebtiku 1 minutu v kazdé pozici.

U vSech testd motorického uceni byla pod kazdym nafadim poloZena mékka
pokryvka, kterd tlumila ptipadné pady mysi.

U metodik rotujici valec a Zebtik jsme pouzivali tfi variant pokustli, ¢imz jsme
dosahli riiznych Grovni ndrocnosti, coz plati zejména pro neurodeficientni mysi.
Kazdé zvite absolvovalo vSechny testy v potadi: hrazda, rotujici valec I, rotujici



valec 11, rotujici valec III, lavka, zebtik I, zebtik II, zebtik III. Mezi jednotlivymi
testy mélo kazdé zvife oddechovou piestavku 30-40 s. Testy byly provadény
rano, vzdy ve stejném case.

Diskrimina¢ni uceni 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, Myslivec¢ek a Hassmannova, 1991).

Step through

Tato metodika je urena pro sledovani uceni jeSté slepych mlad’at mysi a
potkant. Mlad¢ 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 zvife 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).
Zvite se pak zpravidla nauci zistavat v prvni, chladngj$i ¢asti boxu. Ze dvou
nepfijemnych podnétl tedy voli ten nebolestivy. Mys splni kritérium, pokud
zlistane 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. Mlade zpocatku téméi vzdy vleze na elektrifikovanou podlazku, kde je
vystaveno bolestivé stimulaci. Pokud se zvife nevrati béhem 10 s
z elektrifikované Casti, je odtud vyjmuto a drzeno 30 s mimo box a poté
je pokus opakovan (zahajeno dalsi sezeni).

2. V dalsi fazi dochazi u mladéte k vytvareni pamét'ové stopy v souvislosti
s bolestivymi podnéty. Zvife se pohybuje smérem na elektrifikovanou
podlazku a pak se vraci zpét, coz se rizné dlouho opakuje.

3. Tieti faze je charakterizovana jiz vytvorenou pamétovou stopou. Mlade
se pasivn¢ vyhyba bolestivému podnétu tim, ze neopousti bezpecnou
podlazku, kde je pouze excitovano vzduchem.

Pokusy jsou ukonceny, pokud zvite zistane mimo elektricky rost dvakrat 60 s -
nikoli ithned po sobé- (dvé sezeni) a nebo po desatém sezeni, kdy je
vyhodnoceno jako neschopné se to naucit.

Pro hodnoceni uceni je rozhodujici poc€et nutnych spojii N (Cili poCet sezeni se
zapojenou elektrifikovanou podlazkou) do dosazeni kritéria (tedy dvakrat
preferovat bezpecnou podlazku a zistat na ni).

K hodnoceni paméti se pouziva reten¢ni index: RI= (n;-n,) / ny, kde n; je pocet
nutnych spoji do splnéni kritéria béhem uceni a mn, pocet nutnych spoji do
splnéni kritéria béhem testovani paméti.

RI=1 znamena uplnou pamét’, RI<1>0 netiplnou pamét’, RI=0 zddnou pamét’.



Step down
Step down metodika se uziva u starsich, jiz vidicich zvitat. Podlazku pokusného
boxu o rozmérech: 220 x 250 x 190 mm tvoii elektrickd miizka (elektricky
proud — 1,5 mA, frekvence stimulace 1 Hz, trvani stimulace 0,5 s). MysS se
umisti dovnitt na uzkou lavicku vzdalenou od podlazky boxu 5 mm. Velikost
lavicky se liSi podle véku a velikosti pokusného zvitete, nesmi vSak byt pro
zvite ptiliS pohodlna. To je diivodem, 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'ové retence.
Hodnotili jsme tyto parametry:

1. doba latence do prvniho sestupu z bezpecné lavicky

2. pocet sestupti do dosazeni kritéria

3. cas do dosazeni kritéria

4. doba nociceptivni stimulace (jak dlouho byla mys na elektrické miizce)

Pracovni postupy:

Pokus ¢.1

V naSich pokusech jsme pouzili celkem 150 zvifat obou pohlavi. Polovinu
tvofily mysi typu Lurcher (+/Lc), zbytek mySi typu wild(+/+) kmene C3H.
Patnact zvitat kazdého typu bylo podrobeno tikolim motorického uceni pouze
v 15., 20., 25. nebo 30. dnu PZ bez predchoziho tréninku (celkem 120 mysi).
Ostatni mysSi — typu Lurcher a zdravé kontroly (15 +/Lc a 15 +/+) byly
trénovany ve vSech metodikach motorického uceni ve 3., 6., 9., 12., 15., 20., 25.,
30. dnu PZ. Vysledky trénovanych jedinct z 15., 20., 25. a 30. dne PZ byly
srovnany s vysledky netrénovanych mysi stejného stafi a typu (Lurcher nebo
wild). Testy byly provaddény ve stanoveném potadi: hrazda, rotujici valec I,
rotujici valec 11, rotujici valec III, lavka, Zebtik I, zebiik II, Zebtik III, vZzdy réano
v 7 hodin. Mezi jednotlivymi testy byly piestavky 30-40 s, aby sledované zvite
mélo moznost oddechu. V naSem chovu jsou neurodegenerativni zmény témef
vzdy spojeny s se svétlou barvou kiize a srsti zvifete, coZ umoZnilo rozlisit
budouci zdravé a postizené jedince (tedy Lurcher a wild). Studentiiv t-test a Chi
kvadratovy test byly pouzity k statistickému vyhodnoceni a srovnani vykont
trénovanych a netrénovanych mysi (Lurcher 1 wild) v jednotlivych metodikach.

Pokus ¢.2

Byly vytvofeny skupiny mys$i 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 (vzdy v 9 hodin rano). Kontrolam byl ve stejnych dnech
subkutanné¢ podavan fyziologicky roztok. U vSech zvifat bylo sledovédno
diskrimina¢ni uceni typu inhibi¢ni 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“ (vzdy v7 hodin réno). Vysledky byly statisticky zpracovany
Studentovym t-testem.

Pokus ¢.3

Ctyfem skupinam mysi wild (+/+) a Lurcher (+/Lc) kmentt C3H a C57B1/7 o
10 jedincich v kazdé z nich byl kazdy druhy den, poc¢inaje 2. a konce 14. dnem
aplikovan subkutanné bud® nekompetitivni antagonista NMDA MK-801
(0,25mg/kg ) a nebo fyziologicky roztok vzdy v 9 hodin rdno. Zvifata byla
podrobena metodikam diskrimina¢niho uceni typu ,,step through* (v 6. a 7. dni
P7) a ,step down“ (v 15. a 16.dnu PZ) vzdy v 7 hodin rano. Vysledky byly
statisticky zpracovany Studentovym t-testem.

Vysledky:
Pokus ¢.1
MysSi typu Lurcher

15. den postnatalniho Zivota

0,05). V metodikach rotujici valec 11, lavka a Zebtik I byly rozdily na hranici
statistické vyznamnosti.

20.den postnatalniho Zivota

Ve 20. dnu PZ byly vykony trénovanych zvitat lepsi jen v metodice lavka (p<
0,05, Zebtik III

p< 0,01, hrazda, rotujici valec II a III opé&t na hranici statistické vyznamnosti).
25. den postnatalniho Zivota

vvvvvv

vvvvvv

0,05).

30. den postnatalniho Zivota

V 30. dnu PZ trénovani jedinci byli signifikantné lep$i neZ netrénovani
v metodikach rotujici valec (p< 0,05) a zebtik III (p < 0,01). V metodikach
hrazda, rotujici véalec I, IIl a zebtik II byly rozdily na hranici statistické
vyznamnosti.



Mysi typu wild

15. den postnatalniho Zivota

rotyjici valec I a II (p< 0,01), rotujic vélec III (p< 0,001) a lavka (p< 0,01).
Nesignifikantni rozdily mezi trénovanymi a netrénovanymi byly nalezeny
v metodice hrazda a vSech variantach metodiky Zebtik.

20. den postnatalniho Zivota

Ve 20. dnu PZ byly mysi obou skupin 100 % uspé$né v metodice lavka.
Trénované mysi podaly lepSi vykony v metodice rotujici valec III (p< 0,01).
Nesignifikantni rozdily byly zjiStény v metodikach hrazda, rotujici valec 1 a
p< 0,05 zebtik II p< 0,05, rotujici valec na hranici statistické vyznamnosti).

25. den postnatalniho Zivota

V 25. dnu PZ byla zvifata obou skupin 100 % usp&$na v metodikach lavka a
rotujici valec III (p< 0,05) a rotujici valec I (na hranici statistické vyznamnosti).
Netrénovani jedinci byli lepsi nez trénovani v metodikéach zebiik II (p< 0,0001)
a zebtik III (p< 0,05). Vysledky ostatnich disciplin neukazaly vyrazné rozdily
mezi obéma skupinami (hrazda, rotujici valec).

30. den postnatalniho Zivota

Ve 30. dnu PZ byly vSechny mysi uspé$né v metodice lavka. V ostatnich
disciplinach byly trénované mysi také 100 % uspéSné. V péti metodikach byla
trénovana zvirata signifikantné lepsi neZ netrénovana (hrazda p < 0,01, rotujici
valec I, 11, III, zebtik II p< 0,05).

Pokus ¢.2

Mysi typu Lurcher (+/Lc)

Podévani L-argininu vedlo k zhorSeni uceni téchto mySi ve srovnani
s kontrolami v metodice step through v dosahovéani 1. kritéria ve 4. dnu PZ
(p<0,001) a v 6. a 7. dnu PZ(p<0,05). V metodice step down byly u jedinci
ovliviilovanych L- argininem pozorovany naopak lepsi vysledky neZ u kontrol
s fyziologickym roztokem ovSem jen na hranici statistické vyznamnosti.

Podavani L-NAME mys$im typu Lurcher vedlo v metodice step through v 4.
dnu PZ k signifikantnimu zhorSeni prabéhu udeni oproti kontrolam
s fyziologickym roztokem v dosahovani 1. kritéria (p<0,001) a na hranici
statistické vyznamnosti v dosahovani 2. kritéria. V6. a 7. dnu PZ jsme
nezaznamenali statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou ovliviiovanou L-
NAME a skupinou kontrolni.
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V metodice step down v 16., 20. a 21. dnu PZ se ukézaly jako usp&sn&jsi my3
s podavanym L-NAME oproti kontrolam s podavanym fyziologickym roztokem
ovSem jen na hranici statistické vyznamnosti.

Mysi typu wild (+/+)

U téchto zdravych zvifat byla v metodice step through uspeSngjsi
v dosahovani ve 3. dnu PZ kontrolni zvifata oproti mysim ovliviiovanym L-
argininem (1. kritérium p< 0,05, 2. kritérium na hranici statistické vyznamnosti).
V 6. 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 vykont kontrolni zvifata oproti jedinctim
s podavanym L- argininem ovSem jen na hranici statistické vyznamnosti. Dalsi
statisticky vyznamné rozdily nebyly nalezeny.

Mysi typu wild s poddavanym L-NAME byly ve 4. dnu PZ v dosahovani 2.
(p<0,001). V metodice step down naopak jedinci ovliviiovani L-NAME
dosahovali horsich vysledki nez kontrolni zvifata (v 15. dnu PZ p< 0,05, v 16.
a 20. dnu PZ na hranici statistické vyznamnosti). Dalsi statisticky vyznamné
rozdily jsme nezaznamenali.

Pokus ¢.3

MysSi typu Lurcher (+/Lc), kmen C3H
mySi ovliviiované MK-801 nez kontrolni zvifata jen na hranici statistické
vyznamnosti. V ostatnich pfipadech nebyly rozdily statisticky vyznamné.

Mysi typu wild (+/+), kmen C3H

Rozdily ve vykonech mysi ovlivitovanych MK-801 a kontrolnich mysi, které
dostavaly fyziologicky roztok se v obou metodikach (step through a step down)
se ukdzaly jako statisticky nevyznamné.

Mysi typu Lurcher (+/Lc), kmen CS57B1/7

mysi ovliviiované MK-801 (p< 0,05). V 7. dnu PZ (pamétova retence) byly
v dosahovani 1. 1 2. kritéria 0spéSnéjSi kontrolni mySi s poddvanym
fyziologickym roztokem (p< 0,05). V metodice step down byly rozdily v 15.
dnu PZ statisticky nevyznamné, v 16. dnu dosahovala lepsich vykont zvifata
ovlivilovana MK-801 (ovSem jen na hranici statistické vyznamnosti).
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Mysi typu wild (+/+), kmen C57B1/7

V metodice step through jsme nezaznamenali zadné statisticky vyznamné
rozdily mezi jedinci ovlivilovanymi MK-801 a kontrolami.

MK-801 oproti kontrolnim myS$im s poddvanym fyziologickym roztokem
(v 15. dnu PZ p< 0,05, v 16. dnu PZ na hranici statistické vyznamnosti).

Srovnani mysi typi Lurcher kmenii C3H a C57B1/7
V metodice step through v 7. dnu PZ byla v dosahovani 1. a 2. kritéria

uspesn€j$i  skupina mysi kmene C57B1/7 (p< 0,001). V metodice step down
nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily mezi obéma kmeny.

Srovnani mysSi typu wild kmeni C3H a C57B1/7

vvvvvv

mysi kmene C57B1/7 (1; kritérium p< 0,01, 2. kritérium p < 0,001). V metodicg
step down v 15. dnu PZ byly rozdily statisticky nevyznamné, v 16. dnu PZ
dosahovaly lepSich vykonti mysi kmene C3H (p< 0,01).
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Diskuse

Nase vysledky ukazuji, Ze netrénované i trénované mysi typu Lurcher vétSinou
nikdy nedosdhnou tak dobrych vysledkd jako mysi typu wild, které jsou
signifikantn¢ lepSi v naprosté vétSiné testli. Paradoxné horSi vysledky byly
nalezeny u trénovanych zvifat obou typi ve 20. dnu PZ (signifikantné na
zebtiku II, III u +/Lc a Zebtiku I a II, u +/+, na hrazd¢ a rotujicim valci II a Il u
+/Lc a rotujicim valci II u +/4+ - tyto rozdily jsou na hranici statistické
vyznamnosti) a stale byly horsi v 25. dnu PZ (Zebiik IT a III u +/Lc a +/+), coZ
bylo nepochybné zpisobeno relativné ¢astym a intenzivnim tréninkem (kazdy
treti den prvnich patnact dntt). Piiznivy 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 del§i intervaly mezi sezenimi (piiblizné kazdy paty den v druhé
poloviné pokusu) a kdy jsme ORE jiZ nepozorovali. Vysvétleni mechanizmu,
ktery vede k zhorSeni vysledkd motorického uceni u mysi typu Lurcher 1 mysi
typu wild v dasledku castého tréninku, nebylo dosud popsano a tudiz ani
vysvétleno. Nicméné podle naSeho minéni je nutné uvést zde nasledujicii tii
hypotézy:

1) nedostateCnd motivace - trénované mysi obou typl (+/Lc a +/+) v pritbéhu
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 vysledkd u casto
trénovanych zvifat obou typti. Na rozdil od Lalondeho a spolupracovniki
(Lalonde a spol., 1996 a), ktefi popsali ,,intersession habituation® u mysi typu
Lurcher kmene B6CBACa/A w-J ale ne u zdravych kontrolnich mysi, my jsme
jsme rozdily v ,,intersession habituation® mezi mySmi typu Lurcher a mySmi
typu wild kmene C3H nepozorovali.

3) analogie ORE je zndmy jiz mnoho let. Byl pozorovan hlavné
v diskrimina¢nim uceni, kde nadbyte¢ny trénink urychluje opacné uceni (Reid,
1953, Richman a spol., 1972). V posledni dob¢ byla objevena diilezita iloha
basalnich ganglii, zvlast¢ dopaminergnich neuronii dorsdlniho striata
v mechanizmu asociativniho senzorického chovani, tak ORE (Van Golf Racht-
Delatour a Massioui, 2000). Bylo také pozorovano zlepSeni nckterych
motorickych  funkci po intraperitonedlnim poddni L-dopy/carbidopy,
dopaminového prekurzoru u mysi typu Lurcher kmene B6CBACa/A w-J]
(Thullier a spol., 1997, 1999). Dale byl prokazéan rozdilny ucinek SCH 23390,
antagonisty D1 dopaminového receptoru, na prostorové uceni u dvou kmenti
Lurcher mutanti (C3H a C57B1/7) (Cendelin a Vozeh, 2001). Tyto rozdily
v dopaminergnich funkcich mohou, jak se zda, vysvétlovat n€které 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*.
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Ukazala se také rozdilnd urovenn obtiznosti jednotlivych specifickych testi a
jejich variant, hlavné u mysi typu Lurcher. Napiiklad v metodice lavka jsme
zjistovali poskozeni schopnosti udrzovani rovnovahy, kdy ve 30. dnu PZ byla
v této metodice uspéSnost netrénovanych jedincti typu Lurcher 30 % a
trénovanych 40 %, zatimco mysi typu wild prokazaly 100 % UspéSnost v obou
skupinach (trénovani 1 trénovani). Tyto vysledky jenom castecné koresponduji
s vykony mladych dospélych mysi typu Lurcher (odvozenymi od kmene
B6CBACa/A w-J). Tato zvifata dosahovala S$patnych vysledk v nékterych
testech (veésak, vertikalni miiZka), zatimco na dievéném bfevnu (lavce) se
nenasly rozdily ve srovnani s normalnimi kontrolami (Lalonde, 1992).
Nejvyznamnéj$i vysledky jsme ziskali v naSich pokusech u metodik rotujici
valec a zebtik, kde rizné startovni pozice zvifat (tf1 varianty v kazdé metod¢)
hraji dtlezitou tlohu hlavné u netrénovanych mysi typu Lurcher, protoze jejich
neurodefekt jim neumoziuje se rychle vyporadat s noveé vzniklou situaci a tudiz
dochazi k ¢astym padim. Progresivni mozeckova degenerace patrné zpusobuje
signifikantné hor$i aktudlni senzorimotorickou odpovéd’ na zménu startovni
pozice. Nicméné mutanti typu Lurcher jsou schopni ucit se a do jist¢ miry
zlepSovat své motorické vykony bé&hem prvniho mésice Zivota, ackoli v tomto
mésici dochéazi k rozvoji jejich neurodeficitu.Ve 30. dnu PZ mysi typu Lurcher
prokéazaly relativné véEtsi schopnost ufeni nez zdravé mySi. ZlepSeni
pfedstavovalo primérné 36 % u mysi typu Lurcher a 18 % u mysi typu wild,
kdyz jsme srovnali priimérné vykony trénovanych a netrénovanych mysi obou
typt. Nase vysledky vyvoje raného motorického uceni spole¢né s pozorovanimi
Lalondeho a spolupracovnikii (Lalonde, 1994 a, b, Lalonde a spol., 1996 a, b,
Lalonde 1998) podporuji hypotézu o Gcasti mozecku na motorickém uceni, ale
na druhé strané¢ dochézi k aktivaci mechanizmt, které se snazi kompenzovat
vznikly neurodefekt (Ktizkova a Vozeh, 2004).

Ovliviiovani L-argininem vedlo v metodice step through u mySi typu Lurcher
k hor§imu dosahovani 1. kritéria v 4. dnu PZ (p< 0,001) a 6. a 7. dnu PZ (p<
0,05). V metodice step down u jedincl s podavanym L-argininem jsme naopak
pozorovali vétsi tispéSnost 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 jedinct (p< 0,05). V metodice
step down jsme u mysi typu wild v 16. a 20. dnu PZ zaznamenali lepsi vykony
u kontrolni skupiny spoddvanym fyziologickym roztokem nez u mysi
ovliviitovanych L-argininem ale jen na hranici statistické vyznamnosti.
Miuizeme tedy konstatovat, ze L-arginin v podavaném mnozstvi 20 mg/kg
v naSich pokusech nemél vyrazny pozitivni efekt na uceni, dokonce jsme
zachytili negativni vliv L-argininu hlavné v raném uceni (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
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zvysuje koncentrace NO v mozku pokusnych zvitat (Rajasekaran a Paul, 1999,
Paul a Subramanian, 2002), ¢imZ zvy$uje schopnost uéeni potkanti. U¢inek na
uceni je zavisly na ddvce L-argininu. Studie Reddyho a spolupracovnikti (Reddy
a spol., 2002) také podporuje nazor, Ze zvysSeni hladiny NO v mozku pozitivné
zasahuje do procest u€eni a paméti. Telegdy a Kokavszky (1997) zaznamenali
po podani L- argininu ivc potkanim prodlouzeni latence pasivni avoidance
zavislé na davce, avSak nenalezli zlepSeni paméti.

NaSe vysledky podporuji nalezy z prostorového uceni potkand. V Morrisové
vodnim bludisti bylo u potkanii pozorovano signifikantni zhorSeni v hledani
skrytého ostrivku po podani nespecifického inhibitoru L-NAME (50mg/kg).
Toto zhorSeni lze vyruSit soucasnym podanim L-argininu (32,3 mg/kg).
Samotné podani L- argininu nemeélo statisticky vyznamné ucinky na prostorové
uceni v Morrisové vodnim bludisti (Majlessi a spol., 2003). Odlisné vysledky
jednotlivych autori mohou byt dany dédvkou, rozdilnym druhem uceni a v nasem
pfipadé 1 druhem zvifete (mySi kmene C3H oproti nejcastéji sledovanym
potkanim kmene Wistar albino).

V metodice step through u mysi typu Lurcher L-NAME signifikantné zhorsil
pribéh udeni 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 ptfed ndstupem degenerace. V metodice step down L-NAME
naopak zlepsil retenci paméti u mysi typu Lurcher v 16. a 21. dnu PZ a udeni
ve 20. dnu PZ v porovnani s fyziologickym roztokem (na hranici statistické
vyznamnosti), coz muze svédcCit o zpomaleni postupu degenerace.

U mysi typu wild v metodice step through byly v dosazeni 2. kritéria ve 4. dnu
PZ signifikantné usp&$néjsi mysi ovliviiované L-NAME ve srovnani
s kontrolami (p< 0,001). V metodice step down byli naopak uspesnéjsi 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 zjisSténi Qianga a spol. (1997), ze ivc
injekce L-NAME 30 minut pfed kazdym tréninkem poSkozuje uceni a pamét’
laboratornich potkanti v testu pasivni avoidance a v Morrisové vodnim bludisti.
Dalsi autofti 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 odlis$nym zavérim dosli Prickaerts a spolupracovnici (1998), kteti podavali L-
NAME 25 mg/kg s.c. ode dne narozeni az do 24. dne PZ zdravym potkantim.
Zjistili, ze aplikace L-NAME neovlivnila chovéni zvifat ve volném poli ani
prostorové uceni a test aktivni avoidance oproti kontroldm s fyziologickym
roztokem. Inhibice NO podle téchto autori ovliviluje béhem vyvoje predevs§im
kratkodobé nekognitivni chovani, ale nema vliv na chovani a funkci mozku
v dalSim Zivoté. VétsSina vyzkumniki se shoduje na tom, Ze L-NAME ma vliv na
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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 kralikii a to bez
ucinkil na kardiovaskularni systém. Dosli k opaénym vysledkiim neZ Chapman a
spol.. kteti napf.srovnavali kraliky s L-NAME s kontrolni skupinou zvitat
uzivajicich D-NAME a podavali latky intravenozné, coZ zvife stresuje a vede
k naristu krevniho tlaku. Du a Harvey (1996) pouZzivali jako kontrolni skupinu
zvitat s fyziologickym roztokem a L-NAME 1 fyziologicky roztok podavali
intraperitonealné. Toto Setrn&jsi podani nevede k hypertenzi.

Z naSich vysledkt vyplyva, ze L-NAME u mysi typu Lurcher zhorSuje prab¢h
udeni pouze vraném véku (4. den PZ). Zlepseni v 16., 20. a 21.dnu PZ lze
vylozit jako zpomaleni procesu degenerace piisobenim L-NAME.

L-NAME tedy jak se zda, odlisné ptisobi na mysi zdravé a na jedince s vrozenou
degeneraci cerebela.

Podavani MK-801 mySim typu Lurcher kmene C3H nepfineslo statisticky
vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolami s aplikovanym fyziologickym
roztokem. Zaznamenali jsme sice lepSi vykony mysi s poddvanym 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 vysledkiim jsme dosli pii sledovani mysi kmene C57B1/7. U mysi
typu Lurcher kmene C57B1/7 v metodice step through byla zvifata
nez kontroly s fyziologickym roztokem. Pfi sledovani retence paméti v 7. dnu
PZ v$ak mysi s podavanym MK-801 dosahovaly horsich vysledki ne kontrolni
zvitfata (p< 0,05) vprvnim i v druhém kritériu. Nekompetitivni antagonista
NMDA MK-801 tedy vyrazné zhorsil retenci paméti v 7. dnu PZ, ¢imZ &asteéné
potvrdil ndlezy Yamady a spolupracovnikii (Yamada a spol.,1996 a), ze MK-
801 zhorSuje uceni pasivniho vyhnuti u mysi. Toto zhorSeni je ptimo zavislé na
mnozstvi cyklického GMP. Podani S-nitorso-N-acetylpenicillaminu, zdroje NO
vede k uplné inhibici zhorSeni u€eni vyvolané MK-801. PostiZzeni vyvolané MK-
801 lze rovnéz zmenSit piidanim dibutyryl cyklického GMP. N-metyl-D-
aspartatové receptory tedy hraji dilezitou ulohu v procesu uceni a paméti. MK-
801 vSak vede ksnizeni cyklicktho GMP pouze v mozecku a nikoli
v hipokampu jako L-NAME (Yamada a spol., 1996 b).

V metodice step down jsme zaznamenali lepsi 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
udeni a pamét jako Gorter a de Bruin (1992) (v 120. az 140. dnu PZ nalezli
hor$i vykony ve vodnim bludisti u potkani kmene Wistar, kterym byl od 8. do
19. dne PZ dvakrat denné podavan MK-801 v davce 0,25 mg/kg s.c.). Potvrdili
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jsme spiSe nalezy autord, ktefi nenasli dlouhotrvajici G€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 zvitat s podavanym MK-801
a skupinou kontrolni.

dnu PZ zvifata ovlivitovand MK-801 oproti kontrolam (p<0,05). MK-801 tedy
v pozd&j§im obdobi (15., 16. den PZ) ma spise pozitivni vliv na uéeni a to jak u
mysi Lurcher, tak u mysi typu wild kmene C57B1/7.

Nase vysledky nds vedou k hypotéze, ze mysi typu Lurcher kmene C57B1/7
jsou citlivéj$i v raném obdobi k vlivu MK-801 na pamét, coz lze vysvétlit
ménécennosti mozeCkovych bunék, které v prubéhu zivota zanikaji apoptdzou.
Po podéani 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
prokazan vliv na programovanou smrt bun€k 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 pied mozkovou kontuzi vyvolanou ocelovym valcem (délka 40 cm). Oproti
kontolam byl rozsah poSkozeni mozku u potkant s poddvanym MK-801 mensi.
Pti excitotoxickém poSkozeni bun¢k ma tedy MK-801 naopak neuroprotektivni
ucinky.

Z nasich vysledkt jasn¢ vyplyvaji rozdilné ¢inky MK-801 na oba kmeny (C3H
a C57B1/7). Mysi kmene C3H se v davkach ndmi podavanych (0,25 mg/kg) jevi
jako necitlivé k MK-801. ZkouSeli jsme zvifatim kmene C3H podéavat vyssi
davky MK-801, ale sledovani jedinci pak byli velmi spavi, malo pfijimali
potravu a jejich hmotnost se snizovala. Tato zvifata pak nebylo mozno zatadit
do experiment.

MySi  typu Lurcher kmene C57B1/7 se ukazaly k podavanému
nekompetitivnimu inhibitoru NMDA MK-801 citlivé v raném uceni v metodice
step through, kde jsme zaznamenali zhorSeni 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 zvifat ovliviiovanych MK-
801 oproti kontroldm. Zdali S§lo o pozitivni ucinek MK-801 ve smyslu
neuroprotekce zdravych bunék pied pfipadnymi negativnimi vlivy okoli je
otazkou.

Srovnavéanim vykonti kontrolnich mysi kmentit C3H a C57B1/7 se ukézalo, 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.
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V metodice step down nebyly dosazené vysledky tak jednoznacné. U mysi typu
Lurcher nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi obéma kmeny. U
my3i typu wild dosahla lepsich vysledki v retenci paméti (16. den PZ) zvifata
kmene C3H (p<0,01).

step through, coZz mulzeme vysvétlit patrné rychlejSim rozvojem nervového
systému u zvitfat tohoto kmene. Rychle se rozvijejici nervovy systém je vSak
v raném obdobi také zranitelnéjsi — citlivéjsi k subkutannimu podavani MK-801.
V obdobi 15. a 16. dne jsme jiz pozorovali zmenSovani rozdilii mezi obéma
kmeny. U mysi typu wild v 16. dnu PZ se dokonce jevi jako jedinci s lepi
paméti zvitata kmene C3H nez kmene C57B1/7.

Zavéry

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

1. Motoricky trénink je schopen pozitivné ovlivnit vyvoj motorickych
dovednosti jak u zdravych jedinci, tak piekvapivé vyrazn€ u zvifat
s vrozenym neurodefektem a to 1 pies jejich trvaly hendikep.

2. Latkové ovlivnéni v davkach ndmi sledovanych neni jednoznacné a
v piipad¢, kdy miize jit o ovlivnéni rozvoje neurodegenerace je patrny
odli$ny ucinek u zvirat zdravych a postizenych.

3. Vedle rozdila, které jsou disledkem neurodegenerace, je tieba vzit v ivahu
1 kmen zvifat. Kmenové charakteristiky mohou byt tak rozdilné, ze
vyznamné modifikuji 1 disledky stejného neurodefektu.
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Souhrn

Motorické a kognitivni disledky vrozené mozeckové degenerace a nékteré
moznosti jejiho ovlivnéni
Mozecku je tradicné pfipisovana uloha koordinitora pohybli, rovnovéhy a
reguldtoru svalového tonu. Pozdé€ji byla odhalena 1 ucast mozeCku na
motorickém uceni. V poslednich letech navic roste pocet experimentalnich a
klinickych diikazi o participaci cerebela na kognitivnich funkcich obecné.
Z experimentalnich praci zejména pokusy na zvitratech prokazuji vliv mozecku
na razné typy ueni a paméti. Vhodnym modelem pro vyzkum degenerace
mozecku jsou myS$i typu Lurcher, u nichz v pribéhu zivota dochazi
k progresivnimu zaniku Purkynovych bunék s naslednym ubytkem granularnich
bun¢k a neuronti dolni olivy.
V této praci jsme sledovali:
- vyvoj motorického u€eni a aktudlnich motorickych dovednosti v prib&hu
1. mésice
po narozent,
- pozitivni a negativni ovlivnéni syntézy NO a jeho dopadu na
diskrimina¢ni ucent,
- ucinek podavani MK-801 (nekompetitivniho antagonisty NMDA
receptoru)
na diskriminacni uceni mysi typu Lurcher a wild odvozenych od dvou
kment.

Mysi typu Lurcher a wild byly podrobeny testiim motorické dovednosti ve 4
metodikéach jednorazové v 15., 20., 25. nebo 30. dnu postnatalniho Zivota (PZ) a
jejich vykony porovnany s vysledky zvifat obou typl (Lurcher a wild) ve
stejnych dnech s tim, ze tato zvifata byla ve stejnych metodikdch opakované
trénovana jizv 3., 6.,9. a 12. dnu PZ.

Zvitatim typu wild a Lurcher byl od 2. do 12. dne PZ kazdy druhy den
podévan bud’ nespecificky inhibitor NOS L-NAME nebo donor NO L-arginin
v davce 20 mg/kg subkutanné. Kontroldm byl obdobné poddvan fyziologicky
roztok. U vSech zvitat bylo sledovano diskrimina¢ni uceni typu inhibi¢ni reakce
pasivni avoidance — ve 3., 4., 6. a 7. dnu PZ metodou ,step through*“ a v 15., 16.,
20. a 21. dnu PZ metodou ,,step down*.

Mysim typu wild a Lurcher odvozenych od kment C3H a C57B1/7 byl kazdy
druhy den, poc¢inaje 2. a konce 14. dnem aplikovan subkutinné¢ bud
nekompetitivni antagonista NMDA MK-801 (0,25 mg/kg) a nebo fyziologicky
roztok. Zvirata byla podrobena metodikam diskrimina¢niho uceni typu ,,step
through* (v 6. a 7. dni PZ) a ,,step down** (v 15. a 16. dnu PZ).

Ze ziskanych vysledkt Ize shrnout:
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motoricky trénink je schopen pozitivné ovlivnit vyvoj pohybovych
dovednosti jak u zdravych jedinctl, tak ptekvapivé vyrazné i u zvitat
s vrozenym neurodefektem a to i pfes jejich trvaly hendikep,

latkové ovlivnéni v davkach nami sledovanych neni jednoznaéné a
v ptipadé, kdy miize jit o ovlivnéni rozvoje neurodegenerace je patrny
odliSny Ucinek u zvitat zdravych a postiZzenych,

vedle rozdild, které jsou dusledkem neurodegenerace, je tieba vzit
v tvahu 1 kmen zvifat. Kmenové charakteristiky mohou byt tak rozdilné,
ze vyznamné modifikuji i disledky stejného neurodefektu.
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Summary

The motor and cognitive consequences of inborn cerebellar degeneration

and some possibilities how to influence it

The cerebellum is traditionally considered to be a coordinator of movements and

equilibrium and a regulator of muscular tone. Participation of the cerebellum on

the motor learning has been discovered later. Besides that, there is increasing

experimental and clinical evidence supporting the idea of an important role of

the cerebellum in common cognitive functions.

Increasing number of experimental works - especially those on animals -

demonstrate an effect of the the cerebellum on the memory and different types

of learning. A suitable model to study the cerebellar degeneration are Lurcher

mutant mice. During their lives, there is a progressive loss of Purkinje cells

followed by a loss of granular cells and inferior oliva neurons.

We concentrated on the following problems in this work:

- development of motor learning and topical motor skills during the first month
of life

- positive and negative changes in NO synthesis and subsequent effect on
discriminative learning

- effect of administration of MK-801(non-competitive antagonist of NMDA
receptors) on discriminative learning of Lurcher mutants and wild mice
derived from two strains (C3H and C57B1/7).

Lurcher mutants and wild mice were put in motor skill tests using four methods

once only — in the 15™, 20™, 25™ or 30™ days of their postnatal lives (PL). The

results were compared with those of the animals of both types (Lurcher and

wild) in the same days but the latter animals were repeatedly trained in the same

methods already in the 3, 6", 9™ and 12™ days of PL.

Lurcher mutants and wild mice were given every other day (from 2™ to 12"

days of PL) either non-specific inhibitor NOS L-NAME or donor of NO L-

arginin (20 mg/kg subcutaneously). The controls obtained the saline solution

similarly. We followed discriminative learning type inhibition reaction of

passive avoidance — in the 3", 4™, 6", and 7" days of PL using the “step through

method* and in the 15", 16", 20" and 21* days of PL using the “step down*

method in all animals.

Lurcher mutants and wild mice derived from two strains were administered

(from 2" to 14™ days of PL) every other day subcutaneously either non-

competitive antagonist NMDA MK-801 (0.25 mg/kg) or the saline physiologic

solution. The animals underwent methods of discriminative learning of type

“step through* (in the 6™ and 7™ days of PL) and of type “step down* (in the

15™ and 16™ days of PL).

We can summarize our results:
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motor training is able to influence positively development of the motor skills
in both — the healthy animals as well as (surprisingly markedly) in the
animals suffering from inborn neurodeficiency, in spite of their permanent
handicaps,

effect of the drugs in doses used in the experiment is not unambiguous. If it
may influence the development of neurodegeneration in some cases, there is
a different effect on the healthy animals and the handicaped ones,

besides the differences caused by neurodegeneration, it is necessary also to
know the animals strain. The characteristics of the strains may be so different
that significantly same modify the after-effects of the same
neurodeficiencies.

22



Prehled vybrané literatury

1. Albus J.S.: A theory of cerebellar function. Mathemat. Biosci. 1971, 10: 25-
6l.

2. Bannerman D.M., Chapman P.F., Kelly P.A., Butcher S.P., Morris R.G.:
Inhibition of nitric oxide synthase does not impair spatial learning. J. Neurosci.
1994, 14: 7404-14.

3. Barnett S.A.: The rat, a study in behaviour. Chicago, Aldine 1964.

4. Bohme G.A., Bon C., Lemaire M., Reibaud M., Piot O., Stutzmann J.M.,
Doble A., Blanchard J.C.: Altered synaptic plasticity and memory formation in
nitric oxide synthase inhibitor-treated rats. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1993,
90: 9191-4.

5. Borowicz K.K., Starownik R., Kleinrok Z., Czuczwar S.J.: The influence of
L-NG- nitroarginine methyl ester, an inhibitor of nitric oxide synthase,

upon the anticonvulsive activity of conventional antiepileptic drugs against
maximal electroshock in mice. J. Neural. Transm. 1998, 105: 1-12.

6. Braintenberg V., Heck D., Sultan I.: The detection and generation of
sequences as a kay to cerebellar function: Experiments and theory. Behav.
Brain Sel. 1997, 20: 229-37.

7. Caddy K.W.T., Biscoe T.J.: Structural and quantitative studies on the normal
C3H and Lurcher mutant mice. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B. 1979, 287: 167-
201.

8. Caddy K.W.T, Vozeh F.: The effect of 3-acetylpyridine on inferior olivary
neuron degeneration in Lurcher mutant and wild-type mice. Eur. J. Pharmacol.
1997, 330: 139-42.

9. Carpenter M.B.: Anatomy of basal ganglia. In Vinken P.J., Bruyn G.W.,
Klawans H.L. (Ed.). Handbook of clinical neurology, Vol. 49. New York,
Elsevier 1986, 1-18.

10. Caston J., Jones N., Stelz T.: Role of preoperative and postoperative
sensorimotor training on restoration of the equilibrium behavior in adult mice
following cerebellectomy. Neurobiol. Learn. Mem. 1995 a, 64: 195-202.

23



11. Caston J., Vasseur F., Stelz T., Chianale C., Delhaye-Bouchaud N., Mariani
J.: Differential roles of cerebellar cortex and deep cerebellar nuclei in the
learning of the equilibrium behavior: studies in intact and cerebellectomized
Lurcher mutant mice. Brain. Res. Dev. Brain Res. 1995 b, 86: 311-6.

12. Cendelin J., Vozeh F.: Comparison of the effect of the D1 dopamine
receptor influencing on spatial learning in two different strains of Lurcher
mutant mice. Homeostasis 2001, 41:73-5.

13. Du W., Harvey J.A.: The nitric oxide synthesis inhibitor L-NAME facilitates
associative learning. Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry. 1996, 20:
1183-95.

14. Fin C., da Cunha C., Bromberg E., Schmitz P.K., Bianchin M., Medina J.H.,
Izquierdo I.: Experiments suggesting a role for nitric oxide in the hippocampus
in memory processes. Neurobiol. Learn. Mem. 1995, 63: 113-5.

15. Fortier P.A., Smith A.M., Rossignol S.: Locomotor deficits in the mutant
mouse, Lurcher.Exp. Brain. Res. 1987, 66: 271-86.

16. Gorter J.A., de Bruin J.P.: Chronic neonatal MK-801 treatment results in an
impairment of spatial learning in the adult rat. Brain Res. 1992, 580: 12-7.

17. Griesbach G.S., Amsel A.: Immediate and long-term effects of neonatal
MK-801 treatment on nonspatial learning. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1998,
95: 11435-9.

18. Houk J.G., Buckingham J.T., Barto A.: Models of the cerebellum and motor
learning.Behav. Brain Sci. 1996, 19: 368-83.

19. Chapman P.F., Atkins C.M., Allen M.T., Haley J.E., Steinmetz J.E.:
Inhibition of nitric oxide synthesis impairs two different forms of learning.
Neuroreport. 1992, 3: 567-70.

20. Ikonomidou C., Qin Y., Labruyere J., Kirby C., Olney J.W.: Prevention of
trauma-induced neurodegeneration in infant rat brain. Pediatr. Res. 1996, 39:
1020-7.

21. Ikonomidou C., Bosch F., Miksa M., Bittigau P., Vockler J., Dikranian K.,
Tenkova T.I., Stefovska V., Turski L., Olney J.W.: Blockade of NMDA
receptors and apoptotic neurodegeneration in the developing brain. Sci. 1999,
283: 70-4.

24



22. Tkonomidou C., Stefovska V., Turski L.: Neuronal death enhanced by N-
methyl-D-aspartate antagonists. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 2000, 97: 12885-
90.

23. Joyal C.C., Meyer C., Jacquart G., Mahler P., Caston J., Lalonde R.: Effects
of midline and lateral cerebellar lesions on motor coordinations and spatial
orientation. Brain Res. 1996, 739: 1-11.

24. Knowles R.G., Palacios M., Palmer R.M., Moncada S.: Formation of nitric
oxide from L-arginine in the central nervous system: a transduction mechanism

for stimulation of the soluble guanylate cyclase. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A.
1989, 86: 5159-62.

25. Kiizkova A., Vozeh F.: Development of early motor learning and topical
motor skills in a model of cerebellar degeneration. Behav. Brain Res. 2004, 150:
65-72.

26. Lalonde R., Botez M.I., Joyal C.C., Caumartin M.: Motor abnormalities in
Lurcher mutant mice. Physiol. Behav. 1992, 51: 523-5.

27. Lalonde R.: Cerebellar contributiones to instrumental learning. Neurosci.
Biobehav. 1994 a, 18: 161-70.

28. Lalonde R.: Motor learning in Lurcher mutant mice. Brain Res. 1994 b, 639:
351-3.

29. Lalonde R., Bensoula N., Filali M.: Rotorod sensorimotor learning in
cerebellar mutant mice. Neurosci. Res. 1995, 22: 423-26.

30. Lalonde R., Joyal C.C., Thifault S.: Beam sensorimotor learning and
habituation to motor activity in Lurcher mutant mice. Behav. Brain Res. 1996 a,
74: 213-6.

31. Lalonde R., Filali M., Bensoula A.N., Lestienne F.: Sensorimotor learning in
three cerebellar mutant mice. Neurobiol. Learn. Mem. 1996 b, 65: 113-20.

32. Lalonde R.: Immobility responses in Lurcher mutant mice. Behav. Genet.
1998, 28: 309-14.

33. Majlessi N., Kadkhodaee M., Parviz M., Naghdi N.: Serotonin depletion in

rat hippocampus attenuates L-NAME-induced spatial learning deficits. Brain
Res. 2003, 963: 244-51.

25



34. Marec L., Lalonde R.: Sensorimotor learning and retention during
equilibrium tests in Purkinje cell degeneration mutant mice. Brain Res. 1997,
768: 310-6.

35. Marletta M.A.: Nitric oxide synthase: aspects concerning structure and
catalysis. Cell 1994, 78: 927-30.

36. Marr D.: A theory of cerebellar cortex. J. Physiol. 1969, 202: 437-70.

37. McLamb R.L., Williams L.R., Nanry K.P., Wilson W.A., Tilson H.A.:
MK-801 impedes the acquisition of a spatial memory task in rats. Pharmacol.
Biochem. Behav. 1990, 37: 41-5.

38. Medina J.H., Izquierdo I.: Retrograde messengers, long-term potentiation
and memory. Brain Res. Brain Res. Rev. 1995, 21: 185-94.

39. Mogensen J., Wortwein G., Hasman A., Nielsen P., Wang Q.: Functional
and neurochemical profile of place learning after L-nitro-arginine in the rat.
Neurobiol. Learn. Mem. 1995, 63: 54-65.

40. Myslivecek J.: Changes of memory-trace retrieval within 3 hours after
learning in newborn rats. Activ. Nerv. Super. 1990, 32: 202-3.

41. Myslivecek J., Hassmannova J.: Early inhibitory learning in the rat. I.
Learning and memory development. Dev. Psychobiol. 1990, 23: 119-28.

42. Myslivecek J., Hassmannova J.: Step down passive avoidance in the rat
ontogeny. Acta Neurobiol. Exp. 1991, 51: 89-96.

43. Noda Y., Yamada K., Nabeshima T.: Role of nitric oxide in the effect of
aging on spatial memory in rats. Behav. Brain Res. 1997, 83: 153-8.

44. Paul V., Subramanian E.H.: Evidence for an involvement of nitric oxide and
gamma aminobutyric acid in the anticonvulsant action of L-arginine on
picrotoxin-induced convulsions in rats. Pharmacol. Biochem. Behav. 2002, 72:
515-9.

45. Paul V., Reddy L., Ekambaram P.: Prevention of picrotoxin convulsions-
induced learning and memory impairment by nitric oxide increasing dose of L-

arginine in rats. Pharmacol. Biochem. Behav. 2003, 75: 329-34.

46. Plech A., Klimkiewicz T., Maksym B.: Effect of L-arginine on memory in
rats. Pol. J. Pharmacol. 2003, 55: 987-92.

26



47. Pohl D., Bittigau P., Ishimaru M.J., Stadthaus D., Hubner C., Olney
J.W. Turski L., Ikonomidou C.: N-Methyl-D-aspartate antagonists and apoptotic
cell death trigger triggered by head trauma in developing rat brain. Proc. Natl.
Acad. Sci. U S A. 1999, 96: 2508-13.

48. Prendergast M.A., Buccafusco J.J., Terry A.V. Jr.: Nitric oxide synthase
inhibition impairs spatial navigation learning and induces conditioned taste
aversion. Pharmacol. Biochem. Behav. 1997, 57: 347-52.

49. Prickaerts J., De Vente J., Markerink-Van Ittersum M., Steinbusch H.W.:
Behavioural, neurochemical and neuroanatomical effects of chronic postnatal N-
nitro-L-arginine methyl ester treatment in neonatal and adult rats. Neurosci.
1998, 87: 181-95.

50. Qiang M., Chen Y.C., Wang R., Wu F.M., Qiao J.T.: Nitric oxide is
involved in the formation of learning and memory in rats: studies using passive
avoidance response and Morris water maze task. Behav. Pharmacol. 1997, 8:
183-7.

51. Rajasekaran K., Paul V.: Effect of L-NAME, an inhibitor of nitric oxide
synthesis on motor behavioral in rats. Med. Sci. Res. 1999, 27: 609-12.

52. Reddy P.L., Rajasekaran K., Paul V.: Evidence for an involvement of nitric
oxide in memory of shock avoidance task in rats. Indian J. Physiol. Pharmacol.
2002, 46: 119-22.

53. Reid L.S.: The development of noncontinuity behavior throughout continuity
learning. J. Exp. Psychol. 1953, 46: 107-12.

54. Richman C.L., Knoblock K., Coussens W.: The overtraining reversal effects
in rats: a function of task difficulty. Q. J. Exp. Psychol. 1972, 24: 291-8.

55. Takadera T., Matsuda I., Ohyashiki T.: Apoptotic cell death and caspase-3
activation induced by N-methyl-D-aspartate receptor antagonists and their
prevention by insulin-like growth factor I. J. Neurochem. 1999, 73: 548-56.

56. Tandon P., Liu Z., Stafstrom C.E., Sarkisian M., Werner S.J., Mikati M.,
Yang Y., Holmes GL.: Long-term effects of excitatory amino acid antagonists
NBQX and MK-801 on the developing brain. Dev. Brain Res. 1996, 95: 256-62.

57. Telegdy G., Kokavszky R.: The role of nitric oxide in passive avoidance
learning. Neuropharmacol. 1997, 36: 1583-7.

27



58. Thullier F., Lalonde R., Cousin X., Lestienne F.: Neurobehavioral evaluation
of Lurcher mutant mice during ontogeny. Dev. Brain Res. 1997, 100: 22-8.

59. Thullier F., Lalonde R., Lestienne F.: Effects of dopaminergic agents and of
an NMDA receptor antagonist on motor coordination in Lurcher mutant mice.
Pharmacol. Biochem. Behav. 1999, 63: 213-9.

60. Van Golf Racht-Delatour B., Massioui E.L.: Alleviation of overtraining
reversal effect by transient inactivation of the dorsal striatum. Eur. J. Neurosci.
2000, 12: 3343-50.

61. Vozeh F., Caddy K.W., Myslivecek J.: Nékteré¢ morfologické a funkcni
charakteristiky animalniho modelu mozeckové degenerace (Lurcher mutantni
mysi). Cesk Fysiol. 1998, 47: 74-9.

62. Wetts R., Herrup K.: Interaction of granule, Purkinje and inferior olivary
neurons in Lurcher chimeric mice. 1. Quantitative studies. J. Embryol. Exp.
Morphol. 1982 a, 68: 87-98.

63. Wetts R., Herrup K.: Interaction of granule, Purkinje and inferior olivary
neurons in Lurcher chimeric mice. II. Granule cell death. Brain Res. 1982 b,
250: 358-62.

64. Yamada K., Noda Y., Nakayama S., Komori Y., Sugihara H., Hasegawa T.,
Nabeshima T.: Role of nitric oxide in learning and memory and in monoamine
metabolism in the rat brain. Br. J. Pharmacol. 1995, 115: 852-8.

65. Yamada K., Noda Y., Hasegawa T., Komori Y., Nikai T., Sugihara H.,
Nabeshima T.: The role of nitric oxide in dizocilpine-induced impairment of
spontaneous alternation behavior in mice. J. Pharmacol. Exp. Ther. 1996 a, 276:
460-6.

66. Yamada K., Hiramatsu M., Noda Y., Mamiya T., Murai M., Kameyama T.,
Komori Y., Nikai T., Sugihara H., Nabeshima T.: Role of nitric oxide and cyclic
GMP in the dizocilpine-induced impairment of spontaneous alternation behavior
in mice. Neurosci. 1996 b, 74: 365-74.

67. Zou L.B., Yamada K., Tanaka T., Kameyama T., Nabeshima T.: Nitric oxide

synthase inhibitors impair reference memory formation in a radial arm maze
task in rats. Neuropharmacol. 1998, 37: 323-30.

28



68. Zuo J., De Jager P.L., Takahashi K.A., Jiang W., Linden D.J., Heintz N.:
Neurodegeneration in Lurcher mice caused by mutation in delta2 glutamate
receptor gene. Nature 1997, 388: 769-73.

29



Prace autorky (MUDr. Aleny K¥iZzkové rozené Motanové) bezprostiredné se
vztahujici k problematice:

1. Vozeh F., Caddy K.W.T., Myslivecek J., Motanova A.: Some characteristics
of early learning in cerebellar degeneration model. Studia Psychologica 1997,
39: 279 —281.

2. Vozeh F., Caddy K.W.T., Myslive¢ek J., Motaniova A.: Some morphological
and functional characteristics of the cerebellar degeneration - animal model
(Lurcher mutant mice). J. Physiol. 1999, 511: 69.

3. Vozeh F., Beranova M., Caddy K.W.T., Motanova A., Slipka J., Sima J.:
Morfologické a funkéni projevy cerebelarni degenerace animalniho modelu
(Lurcher mutantni mysi). Plzensky 1€katrsky sbornik 1999, Suppl. 72, 199: 167-
170.

4. Vozeh F., Cendelin J., Motanova A.: The development of different types of
learning in cerebellar degeneration model. Homeostasis 1999, 39: 248-250.

5. Vozeh F., Motanova A., Cendelin J.: Functional impact of affecting some
mediator systems in cerebellar degeneration. Homeostasis 2000, 40: 129-131.

6. Vozeh F., Cendelin J., Jelinkova D., Kiizkova A., Stenglova V.: The effect of
a diet supplemented with nucleotides on functional parameters of the brain in
neurodefective and healthy mice. Homeostasis 2001, 41: 69-72.

7. Vozeh F., Barcal J., Cendelin J., Kfizkova A., Jelinkova D., Stenglové V.,
Zalud V.: Prispévek k vyvoji kognitivnich funkci u modelu olivocerebeldrni
degenerace. Cs. Fyziol. 2002, 51: 136-137.

8. Vozeh F., Barcal J., Cendelin J., Jelinkova D., Kfizkova A., étenglové V.
Functional expressions of activity dependent plasticity in a model of cerebellar

degeneration. Acta Physiol Hungarica 2002, 89: 186.

9. Kiizkova A.: Experimentalni vyzkum a nové pojeti ulohy moze¢ku. Cs.
Fyziol. 2002, 51: 169-175.

10. Ktizkova A., Vozeh F.: Development of early learning and topical motor
skills in a model cerebellar degeneration. Behav. Brain Res. 2003, 150: 65-72.

30



11. Vozeh F., Barcal J., Cendelin J., Jelinkova D., Kiizkova A., Stenglové V.
Functional manifestations of activity dependent plasticity in a model of
cerebellar degeneration. Homeostasis 2004, 43: 67-70.

31



