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Abstrakt

Latka IEM 1460 je antagonistou AMPA receptori v mozku. Jde o derivat adamantinu, jenz byl jiz
v n¢kolika studiich testovan jako potencialni vékové vazané antikonvulzivum. V reSer$ni ¢asti prace
jsou shrnuty poznatky o receptorech, se zaméefenim na receptory typu AMPA, latce IEM 1460,
epilepsii a ontogenetickém vyvoji laboratorniho potkana. Vyzkumna ¢ast se vénuje hodnoceni u¢inka
latky IEM 1460 na hrubou motoriku potkana v n€kolika postnatalnich dnech Zivota. Pro hodnoceni
spontanni motoriky zvifete bylo vyuzito sledovani v Open fieldu, pro hodnoceni provokované motoriky
bylo pouzito n€kolik specifickych testii. Do vyzkumu bylo zatazeno celkem 30 zvifat. Latky (IEM 1460
v davce 3 mg/kg, IEM 1460 v davce 10 mg/kg nebo fyziologicky roztok v objemu 2 ml/kg) byly
mlad’atim podavany intraperitonealné v péti po sobé nasledujicich dnech (ve véku P7 — P11) a zvifata
byla opakované testovana ve veku 12, 15, 18, 21, 25, 31 a 60 dni. V tomto vyzkumu nebyl prokazan
vyznamny vliv latky IEM 1460 na hrubou motoriku laboratorniho potkana a latka tedy zlstava vaznym

kandidatem na vékove specifické antiepileptikum.
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Abstract

Substance IEM 1460 is an antagonist of AMPA receptors in the brain. It is a derivative of adamantine,
which has already been tested in several studies as a potential age-related anticonvulsant. In the
research part of the thesis there is a summary of the knowledge about receptors, focusing on AMPA
receptors, IEM 1460, epilepsy and ontogenetic development of laboratory rat. The research section
evaluates the effect of IEM 1460 on motor skills of a rat in a few postnatal days of its life. To evaluate
spontaneous animal motor skills, Open-Field tracking was used, and several specific tests were used
to evaluate provoked motor skills. A total of 30 animals were included in the research. Substances
(IEM 1460 at 3 mg / kg, IEM 1460 at 10 mg / kg or 2 ml / kg saline) were infused intraperitoneally
on five consecutive days (ages P7-P11) and the animals were repeatedly tested at age 12, 15, 18, 21,
25, 31 and 60 days. In this study, IEM 1460 has not been shown to have significant effect on the gross
rat motor skills and therefore the substance remains as a serious candidate for age-specific

antiepileptic drugs.
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UvVOD

Epilepsie je neurologické onemocnéni postihujici déti 1 dospélé. Jedna se o soubor riznorodych
syndromd, jejichz spole¢nym rysem jsou opakujici se zachvaty. (Rokyta, 2015) Dle Amblera jde
z klinického hlediska o intermitentni, paroxysmalni a stereotypni poruchu védomi, chovani nebo
motorickych ¢i senzitivnich funkei. (Ambler, 2011) OvSem je nutné si uvédomit, ze vyskyt zachvatl
neni jedinym projevem této nemoci. Epilepsie je rovnéZ charakteristickd vyskytem nejriiznéjsich
piidruzenych obtizi, jako naptiklad deprese, poruchy pozornosti, migren6zni bolesti hlavy aj. Tyto
komorbidity maji také negativni vliv na zivot pacienta a je dulezité na n€¢ béhem prace s pacientem,
at’ uz jako 1ékar ¢i fyzioterapeut, nezapominat. (Browne a Holmes, 2008)

Prestoze faktory jako vE€k, pohlavi ¢i narodnost mohou mit vliv na vznik a rozvoj této nemoci,
jedna se ve vétsing ptipadil o tzv. epilepsii idiopatickou, tedy bez konkrétni zjevné pfi€iny. (Browne
a Holmes, 2008; Nevsimalova, 2002) Dle metaanalyzy z roku 2016, do které bylo zafazeno celkem
222 studii, je prevalence tohoto onemocnéni celosvétoveé 0,76 %. (Fiest et al., 2017) Ve vyspélych
zemich je kazdoro¢né 50 noveé zachycenych piipada epilepsie na 100 000 obyvatel. V rozvojovych
zemich je incidence az dvojndsobnd a je vysSi procento pacientl V détském véku. Ve vyspélych
zemich lze diky kvalitni perinatalni péci sledovat pokles vyskytu epilepsie u déti a prevaze
pritomnosti tohoto onemocnéni u seniord, coz souvisi Sdosazenim vyssiho véku a prezivanim
mozkovych infarkt. (Komarek et al., 2005)

Nezraly mozek je ke generovani epileptickych zachvatl vice nachylny nez mozek dospély.
Pti¢inou je jednak dosud plné€ nevyzraly inhibi¢ni systém a zaroven zvySeny excitacni glutamatergni
pienos. Za vétSinu rychlé depolarizace jsou zodpovédné glutamatové ionotropni receptory typu
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-izoxazol propionova kyselina). Tato rychla signalizace je
pro clovéka dulezita, avSak prolongovana aktivace AMPA receptorli ma vyrazné toxicky vliv na
neurony a je klicova pro tvorbu a §ifeni zachvatovité aktivity. AMPA receptory jsou slozeny ze Ctyf
podjednotek oznacovanych jako GluAl, GluA2, GluA3 a GluA4. Zajimava je ptedevsim podjednotka
GluA2, ktera je schopna regulovat propustnost AMPA receptorii pro Ca?* ionty. Vétsina AMPA
receptorti ve vyvijejicich se neuronech je pro Ca?* propustnych (GluA2 podjednotka chybi a/nebo je
pfitomna needitovana GluA2 podjednotka, ktera je pro Ca?* rovnéz propustnd). (Bowie, 2008; Kew,

Kemp, 2005; Szczurowska a Mare§, 2015) Ve vétSin¢ zralych neuron je naopak pievaha



podjednotky GluA2 v editovaném stavu, diky niz dochézi ke tvorbé& kanalti pro Ca®* nepropustnych.
(Hsu a kol., 2010; Szczurowska a Mares, 2015)

V 1éEbé epilepsie se vyuziva fada antikonvulziv, ¢i jejich kombinace, dle typu epilepsie
a individualni odpovédi pacienta na latku. Piesto, Ze se v klinické praxi vyuzivaji jiz i antiepileptika
tieti generace, neni priblizné u 20 % pacientl farmakoterapie uspé$na. Navic ma vétsina 1€¢iv celou
fadu nezadoucich ucinkt. Tato fakta vedou k dal§imu vyzkumu novych latek. (Singer, Zawada, 2013;
Shorvon et al., 2016) Protoze nové nalezené léky by mohly minimalizovat omezeni dané nemoci a
preklinického vyzkumu, jehoz naplni je hodnoceni vlivu latky IEM 1460, kterd cili pravé na
ionotropni AMPA receptory a je potencidlnim veékovée specifickym antikonvulzivem. V této praci se
zamé&fuji na mozné negativni ovlivnéni hrubé motoriky vyse zminénou latkou a v&fim, ze ma prace

bude pfinosem pro eventudlni dalsi vyzkum latky IEM 1460.
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1 PREHLED POZNATKU

1.1 Receptory

Receptor je latka bilkovinné povahy, na kterou se vazi neurotransmitery, hormony a ostatni
latky, obecné ligandy. Po navazani specifické latky dojde ke zmeéné propustnosti bunééné membrany
nebo k aktivaci intracelularni odezvy. Cely receptorovy komplex je slozen z tzv. rozpoznavaciho
mista, kde dochéazi k navazani latky, efektorové slozky, kterd zabezpecuje odezvu a transdukéni
slozky, jez vede informaci mezi vySe zminé€nou rozpoznéavaci a efektorovou ¢asti. Receptory se déli
na receptory spojené siontovymi kanaly (ionotropni) a na receptory spiazené s G proteinem
(metabotropni). V této diplomové praci se budu zabyvat zejména AMPA receptory, jez patii mezi
receptory ionotropni. Ionotropni receptory jsou receptory, jez po piipojeni signalni molekuly ze
zevniho prostiedi ptimo ovliviiuji néktery z iontovych kanalt. Dojde k otevieni nebo naopak uzavieni
iontového kanali pro specifické ionty, které se pohybuji po svém elektrochemickém gradientu, coz
vede ke zméné membranového potencialu. Ionotropni receptory se vyskytuji v povrchové membrané
bunék, ale rovnéz v cytoplazmé, jadie a v membranach bunéénych organel. (Ganong, 2005; Rokyta,
2015)

»-Membranové kandly jsou integralni bilkoviny, které jednou nebo vicekrat prochdzeji
fosfolipidovou dvojvrstvou membrany a umoziuji piestup hydrofilnich latek (napf. iont nebo vody).
Iontové kanaly jsou tvofeny specidlnimi integralnimi membranovymi proteiny, které jsou schopny
propoustét mezi zevnim a vnitinim prostiedim bunék urcité ionty (jsou selektivné permeabilni, coz
je dano rozmérem prichodu pro ionty nebo naboji vnitiniho povrchu — iontové pasti). Vlastni pienos
probihd formou usnadnéné difuze a ptimo nespotifebovava energii.* (Rokyta, 2015, str. 20)

Extracelularni prostiedi pfedstavuje pro buiiku staly zdroj specifickych molekul, které mohou
aktivovat povrchové receptory. Jestlize dojde ke zvySeni nebo snizeni mnozstvi téchto signald,
naslednou odpovédi buniky je snizeni ¢i zvySeni poctu receptorti, coz vede ke zvySeni (senzitizaci)
nebo sniZeni (desenzitizaci) mnoZstvi aktivovanych receptorli na predpokladanou uroven. Tento

mechanismus slouzi k udrZeni stalosti signalu. (Rokyta, 2015)

1.1.1 Prenos signalu

Informace neboli nervové vzruchy, se predavaji mezi jednotlivymi neurony prostiednictvim
synapsi. Tento pojem znaci misto vzajemného dotyku dvou sousednich neurond. Synapse se sklada

ze tii Casti — Casti presynaptické, synaptické Stérbiny a €asti postsynaptické. Diky specifickym
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receptoriim pro specifické mediatory, jez Se vytvari v presynaptické casti nervovych bunék, se signal
ptenese do buriky a ovlivni jeji aktivitu. EXistuji rovnéz elektrické synapse, avSak ty maji v lidském
organismu minoritni zastoupeni. Rozeznavame ti#i druhy synaptickych vacka vyskytujicich se
v presynaptické casti a obsahujicich rGzné neurotransmitery — malé svétlé vacky obsahujici
acetylcholin, glycin, kyselinu gama-aminomaselnou (GABA) a glutamat, malé vacky s denznim
povrchem obsahujici katecholaminy a vacky s denznim povrchem, které obsahuji neuropeptidy. Pro
splynuti synaptickych vaéki s membranou a nasledné uvolnéni jejich obsahu je dillezity Ca®". Akéni
potencial (AP) dosahne presynaptické &asti, otevie kanaly pro Ca?" adojde Kk uvolnéni
neurotransmiteru. Obsah vacku je tedy exocytézou uvolnén do synaptické S$térbiny, mediator se
navaze na receptor postsynaptické membrany, ¢imz se v ni oteviraji iontové kanéaly a dochazi ke
vzniku postsynaptickych potencidlli. V organismu vznikaji dva hlavni typy postsynaptickych
potencialll — excitacni postsynapticky potencial (EPSP), jez je zplisobeny excitatnimi medidtory a
inhibi¢ni postsynapticky potencial (IPSP), zptisobeny mediatory inhibi¢nimi. Pfi EPSP se oteviraji
Na* (Ca?") kandly na postsynaptické membrang, ionty vstupuji do buiiky a dochazi k depolarizaci.
Pti IPSP se oteviraji K* a Cl kanaly, kladné ionty vystupuji ven z bufiky a zaporné naopak do butiky
vstupuji. Tim je membrana hyperpolarizovana a dochazi ke sniZeni excitability neuronu. (Ganong,
2005; Kittnar, 2011; Rokyta, 2015) Po aktivaci iontové kandly podlehnou spontanni desenzitizaci

a uzavieni navzdory stalé pfitomnosti agonisty. (Madden, 2002)

1.1.2 Glutamat

Glutamat neboli kyselina L-glutamova je glukogenni neesencialni aminokyselina, jez se
V organismu uplatiuje u mnoha reakci. Pro potieby této diplomové prace je zejména vyznamny fakt,
7ze se jedna o hlavni excitaéni neurotransmiter centralni nervové soustavy (CNS). Jde
0 neurotransmiter, ktery aktivuje oba typy glutamatovych receptorti — ionotropni i metabotropni. Tyto
specifické receptory se nachédzeji zejména na membrané postsynaptického neuronu a jejich aktivaci
dojde Kk excita¢nimu synaptickému pienosu. Dle Ganonga je glutamat zodpovédny az za 75 %
veskerého excitaéniho pfenosu v mozku. Predpoklada se, ze aktivace téchto receptorti ma vliv na
proces uceni a pamét’. Avsak pii ptilisné aktivaci glutamatovych receptorti dochazi k excitotoxické
smrti neuront a k moznému rozvoji neurodegenerativnich chorob. Je zndm zejména vliv zvySeného
mnozstvi glutamatu v ischemizované tkani mozku. Na druhou stranu Ize zminéného excitotoxického
pusobeni nékdy cilen¢ vyuzit, a to pii pottebé znicit téla nervovych bunék bez poskozeni sousednich

axonu v urcité lokalité. Toho Ize uzit naptiklad pii potfebé vyvolani velmi silné analgezie. V takovém

12


https://www.wikiskripta.eu/w/Exocyt%C3%B3za

ptipadé se do mozkové tkané aplikuje mikroinjekce glutamatu ¢i jeho syntetickych analogi. (Ganong,
2005; Kew, Kemp, 2005)

Glutamat je v presynaptickych zakon¢enich skladovan ve vaccich, K jejichz vyliti do synaptické
stérbiny dochazi po depolarizaci a s ni spojeném zvyseni koncentrace ionti Ca?" v synaptoplazmé.
Uvolnény glutamat poté aktivuje glutamatové receptory vyskytujici se na postsynaptické membrang.

(Ganong, 2005)

1.1.3 Receptory pro glutamat

Glutamatové receptory se vyskytuji v CNS. Rozezndvame dva typy receptort pro glutamat —
metabotropni a ionotropni.

Metabotropni receptor (mGIuR) ptisobi pfes G proteiny navdzané na intraceluldrni konec
bilkovinnych molekul. Pokud je tento receptor aktivovan, dojde k uvolnéni G proteinu a je spusténa
metabolickd kaskada. Metabotropni receptory nenesou specifické informace, maji zejména
modula¢ni funkci. Jejich vyskyt v mozku je Cetny, lze je nalézt pfedevsim v mozecku a hippokampu.
(Ganong, 2005)

Ionotropni glutamatovy receptor (iGIuR) je iontovy kandl, vyskytujici se na membrané, ktery
se otevie po navazani agonisty glutamatu. Ligandem fizené iontové kanaly se obecné tvoii jako
homo- nebo hetero-oligomerni sestavy integralnich membranovych proteinovych podjednotek. Podle
agonisty (analogl glutamatu) rozliSujeme 4 skupiny ionotropnich glutamatovych receptori — NMDA
receptory (N-methyl-D-aspartat), AMPA receptory (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-izoxazol
propionova kyselina), kainatové receptory (kaindt) a & receptory. Neni doposud objasnéno, zda
d receptory rovnéz tvoii kandly, které vazou ligand ¢i zda funguji na podkladé proteinovych interakci.
82 jsou zvelké casti vyjadieny v Purkynovych bunkach mozecku. Nepiitomnost povrchoveé
vyjadfenych 62 zplsobuje ataxii a naruSuje vnimani strachu. (Bowie, 2008; Ganong, 2005; Jiang et
al., 2007; Madden, 2002)

NMDA receptory jsou typické velmi pomalou aktivaci a deaktivaci, kdezto AMPA receptory
jsou zodpovédné za rychly excitaéni pfenos na synapsich, coz je pro CNS podstatna vlastnost.
Kainatové receptory mohou stejné jako AMPA receptory zprostfedkovat excitacni synaptické signaly

a navic se podileji na modulaci presynaptického uvoliiovani neurotransmiteru, ¢imz reguluji silu
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synaptickych vazeb. Kainatové receptory jsou také potencialnim cilem pro aplikaci farmak pti [écbé
epilepsie a bolesti. (Madden, 2002)

V literatufe rovnéz nachazime déleni na NMDA a non-NMDA receptory, pifi¢emz k aktivaci
NMDA receptoru je nutné soucasné navazani glutamatu a glycinu, zatimco k aktivaci non-NMDA
receptort postacuje vazba s glutamatem. (Kleckner, Dingledine, 1988) NMDA receptor je kationtovy
kanal (anionty kanalem neprostupuji) umoziujici prostup pro Na*, K*, ale rovnéz Ca?" ionty. Béhem
klidového membranového potencidlu je NMDA kanal blokovan extracelularnimi Mg?* ionty
a k odstranéni této blokady je nezbytna depolarizace membrany. Depolarizace mize nastat bud’
aktivaci receptort AMPA, které jsou Casto spolecné lokalizovany s NMDA receptory, nebo akénim
potencidlem zpétného Sifeni. AMPA receptory jsou rovnéz kationtové kanaly, avSak vétSina je
prostupna piedevsim pro jednomocné kationty (umoziuji vtékani Na* a vytékani K a pro vngjsi Ca?*
ionty jsou jen slabé propustné. (Bowie, 2008; Ganong, 2005; Rokyta, 2015)

Dalsim rozdilem je, ze NMDA receptory se vyskytuji vyhradné€ na neuronech, zatimco AMPA
receptory a kainatové receptory nachazime na neuronech i gliovych bunkach. (Ganong, 2005)

Odklon od fyziologické regulace glutamatovych receptorti mize mit vliv na vznik nékterych
neurologickych a psychiatrickych onemocnéni. Bowie uvadi spojitost s Alzheimerovou chorobou,
Parkinsonovou chorobou, Huntigtonovou chorobou, epilepsii, depresi a schizofrenii. (Bowie, 2008)
Jediné 1é¢ivo doposud pouzivané v klinické praxi, jez cili na iGluRs, je nizkoafinitni blokdtor NMDA
receptoru, memantin, pouzivany k 1é¢bé casnych stadii Alzheimerovy choroby. (Bowie, 2008)

Kazda skupina ionotropnich glutamatovych receptorti obsahuje nékolik podjednotek vlastnich

receptort (obrazek 1).
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lonotropic receptors

AMPA NMDA Kainate Delta
Gluad (Glug,) GluM1 (NR1) Gluk1 (Glu,..) GlubA
GluA2 (Glug) GluN2A (NR2A) Gluk2 (Glu,) GluD2
GluA3 (Glug,) GluMZ2B (NR2B) GlukK3 (Glu,)
Gluad (Glu,) GIUMNZC (NR2C) Gluk4 (Glu,, )

GluN2D (NR2D) GIuKS (Glu,;)

Obrazek 1. Klasifikace ionotropnich glutamatovych receptori (pievzato z:
http://www.abcam.com/content/glutamate-receptors)

Tyto podjednotky se mohou v ramci jedné skupiny rtizné kombinovat, ¢imz vznikaji mnohé
kombinace receptort. Variabilitu jest¢ zvySuje uprava RNA a alternativni sestfih. Tyto modifikace
mohou ovlivnit rozsah i kinetiku elektrofyziologické odpovédi kanalu. iGluRs tedy vykazuji enormni
molekularni a funkéni rozmanitost. (Madden, 2002; Lilliu et al., 2001; Szczurowska a Mares, 2015)

Kazda podjednotka glutamatového receptoru obsahuje 4 semiautonomni domény -
extracelularni amino-terminalni doménu (ATD), extracelularni ligand vazajici doménu (LBD),
transmembranovou doménu (TMD) a intracelularni karboxyl-terminalni doménu (CTD).

(Sobolevsky et al. 2009)

1.1.4 AMPA receptory

AMPA receptory jsou heterotetramery, jeZ jsou slozené z podjednotek znamych jako GluAl az
GluA4 (rovnéZz oznacované jako GIuR1 az GluR4). Jsou zodpovédné za rychlou excitacni
synaptickou signalizaci v mozku. Tato rychla signalizace je pro ¢lovéka dulezita, av§ak prolongovana
aktivace AMPA receptori méa vyrazné toxicky vliv na neurony a je klicova pro tvorbu a Sifeni

zachvatovité aktivity. Vzhledem k Siroké distribuci AMPA-selektivnich iGluRs v CNS je tato tfida
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receptorll spojovana nejenom s epilepsii, ale celkové s velkym mnozstvim neurodegenerativnich
i jinych poruch CNS. (Bowie, 2008; Madden, 2002; Szczurowska a Mares, 2013)

AMPA receptory, a obecné iGluRs, hraji rovnéz diilezitou roli v synaptické plasticité, jako je
dlouhodoba potenciace (Long-Term Potentiation, LTP) a dlouhodoba deprese (Long-Term
Depression, LTD), které se vyznamné podili na schopnosti u¢eni a paméti. (Bowie, 2008; Madden,
2002)

»Dlouhodoba potenciace je rychle vznikajici stabilni zvySeni postsynaptické odpovédi na
presynaptickou stimulaci vyvolané kratkou salvou podnéti o vysSi frekvenci, ktera aktivuje
presynaptické neurony.* (Ganong, 2005, str. 116) LTP mize trvat az n€kolik dnd a je alespon z¢asti
zplisobena zvysenim intracelularni koncentrace Ca®" Vv postsynaptickém neuronu. V oblasti
hipokampu, kde byla LTP nejvice prozkouméana, zpiisobuje glutaméat po uvolnéni z presynaptickych
zakonceni depolarizaci postsynaptického neuronu primarné aktivaci AMPA receptorti. Tato aktivace
uvolni Mg?" blokadu NMDA receptort a vapenaté ionty se spolu se sodikem dostavaji do neuront.
Zvysené mnozstvi Ca?* v cytosolu aktivuje kalmodulin (CaM), ktery poté aktivuje Ca®"
kalmodulinkinazu Il (CaM KIl). Diky kinaze se zvétSuje vodivost iontovych kanali AMPA receptort
a zaroven se zvysuje pocet AMPA receptort v synaptické stérbiné. Navic postsynapticky neuron
vysild chemicky signal k neuronu presynaptickému, kde plsobi dlouhodoby vzestup vydeje

glutamatu. (obrazek 2)

Obrazek 2. Vznik LTP v dendritech bunék CA1 hipokampu (Ganong, 2005, str.116)
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Dlouhodoba deprese naopak snizuje efektivitu synaptického ptfenosu. Pravdépodobné je
zpusobena defosforylaci AMPA receptori, ktera vede k poklesu vodivosti jejich iontovych kanala
a snizeni poctu receptort v synaptické stérbin€. (Ganong, 2005)

Dle Maddena ma na AMPA receptory vliv i kainat, jenz je tzv. parcialni agonista a indukuje
mensi stupenl aktivace a rovnéz mensi stupenn desenzitizace nez AMPA nebo glutamat. (Madden,
2002)

Koncentrace AMPA receptortt v CNS se béhem Zivota ¢lovéka méni. Nejvyssi koncentrace je
dosazeno vranych fazich ontogeneze a po narozeni, s postupujicim vékem receptory ubyvaji.
Zejména v Casnych stadiich postnatalniho vyvoje se méni uspotradani podjednotek glutamatovych
receptort typu AMPA 1 NMDA. Diky vyrazné excitaci glutamatovych receptort v mozku
novorozence miize dochazet k rychlému vyvoji CNS, na druhou stranu ho vSak tato vlastnost ¢ini

nachylnéj$im k epileptickym zachvatim. (Szczurowska a Mares, 2013)

1.1.4.1 Propustnost AMPA receptory ovladanych kanala

Nepftitomnost GluA2 podjednotky v receptoru zpiisobi, ze se AMPA receptor stdva propustny
nejen pro Na* a K*, ale rovnéz pro Ca?" ionty. Naopak pokud je GIuA2 podjednotka v receptoru
obsazena, je receptor pro Ca?* ionty nepropustny. (Szczurowska a Mares, 2013)

GluA2 je tedy jedinou podjednotkou AMPA receptoru, ktera vytvaii homopolymery
nepropustné pro Ca®* ionty. Exprese vSech ostatnich podjednotek AMPA receptoru (GluA1l, GluA3
a GluA4) vede ke znacné bivalentni permeabilité. Nicméné¢ samotna ptitomnost nebo nepiitomnost
GluA2 podjednotky nutné neurcuje propustnost AMPA receptoru pro vapnik. Divodem tohoto
rozdilu je jediny aminokyselinovy zbytek, tzv. Q/R misto, které se nachazi na vrcholu iontového
kandlu (segment M2, viz niZe). Toto umisténi je idedlni pro moZnost ovliviiovani toku dvojmocnych
iontd. Q/R misto podjednotek GluAl, 3 a 4 obsahuje neutralni aminokyselinu glutamin (tj. Q),
zatimco podjednotka GluA2 muze existovat ve dvou formach, nazyvanych flip a flop. V prvnim
pripad¢ (varianta flop) neni GluA2 podjednotka upravena, obsahuje rovnéz aminokyselinu glutamin
a kanal je propustny pro Ca®" ionty. Ve druhém piipadé (varianta flip) je diky upravé RNA neutralni
glutamin vyménén za kladné nabity arginin (tj. R), ktery s nejvétsi pravdépodobnosti omezuje
transport dvojmocného iontu diky molekulovym interakcim. Arginin byl tedy identifikovan jako

molekularni determinant zajiStujici nepropustnost vapniku skrze receptory obsahujici GluA2.
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Pievazna vétsina GluA2 u dospélych je upravena pro kddovani argininu. (Bowie, 2008; Kew, Kemp,
2005; Szczurowska a Mares, 2013; Szczurowska a Mares, 2015)

U modeld ischémie bylo zjisténo, Ze inzult vede k down-regulaci GluA2, coz ma za nasledek
zvyseni permeability pro Ca®" ionty, které posléze mohou poskodit mitochondrie a iniciovat

buné¢nou smrt. (Bowie, 2008)

1.1.4.2 Vyvojové zmény v expresi podjednotek AMPA receptori

Kazda z podjednotek AMPA receptoru je kédovana izolovanym genem a ma typicky vzor
exprese, tedy aktivity genu a vyjadieni informace, v misté a Case. Zda se, ze regulace transkripce
podjednotek AMPA receptoru je uskute¢fiovana béhem ontogenetického vyvoje. (Lilliu et al., 2001)

Pomér v zastoupeni AMPA receptort propustnych a nepropustnych pro Ca?* se béhem vyvoje
méni a rovnéz zastoupeni v jednotlivych oblastech mozku je rozdilné. V nezralém mozku je mnozstvi
GluA2 podjednotek niz§i nez v dospélosti, coz mlze vést k vy$Si nachylnosti ke glutamatem
zprostfedkovanému excitotoxickému poskozeni. Zda se, Ze pri¢inou zvysené excitability je
piitomnost AMPA receptorii propustnych pro Ca?', jez puasobi hyperexcitaci anasledny zanik
inhibi¢nich GABA-ergnich interneuront. (Szczurowska a Mares, 2013; Szczurowska a Mares, 2015).

Rovnéz v dospélosti miize selektivni exprese AMPA receptord propustnych pro Ca®* v CNS
vysvétlovat, pro¢ jsou ur¢ité neuronové populace citlivé na excitotoxicitu. (Bowie, 2008)

Ve ventralnim mesencephalu a striatu jsou cetné zastoupeny vSechny podjednotky AMPA
receptori. Hraji zde zasadni roli v kontrole bazalni aktivity a neuronalni plasticité zminénych
struktur. GluAl a GluA4 mRNA jsou vice exprimovany v mesencephalu nez ve striatu, k jehoz vyvoji
dochazi v ramci prenatalniho obdobi pozdé&ji (E15 - PO). (Lilliu et al., 2001; Szczurowska a Mares,
2015). Nejvice jsou GluA2 a GluA3 podjednotky vyjadieny v kortikothalamickych synapsich, coz
zduraziiuje vyznam kortikothalamického vstupu v selektivnim zvyraznéni ¢i pienosu senzorickych
informaci thalamem a v nastaveni thalamokortikalni reciprocity. (Szczurowska a Mares, 2013)
V casnych stadiich zivota jsou nejvice rozsiteny podjednotky GluA3 a GluA4, kdezto podjednotka
GluA2 je vyjadiena nejméné. S vyvojem mozku se exprese GIuA4 v hipokampu snizuje a naopak
exprese GluA2 se zvysSuje, az dosahne v mozku dospélého potkana dominantniho zastoupeni. (Pandis
et at., 2006)

Nékolik studii naznacuje, ze u hipokampu a amygdaly prevladaji AMPA receptory bez
upraveného GIluA2 s vysokou propustnosti pro Ca?* v inhibi¢nich interneuronech, zatimco
pyramidové buiiky maji pfevazné non-Ca?* permeabilni AMPA receptory. (Kew, Kemp, 2005)
K pfevaze v zastoupeni AMPA receptorti nepropustnych pro Ca?" v pyramidovych neuronech
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potkana dochazi mezi P13 a P21. (Kumar et al., 2002). Tento ¢asovy tsek ovSem plati pouze pro
AMPA receptory na synapsich. Na dendritech tychZ neuront totiz AMPA receptory obsahujici
GluA2 ptevazuji jiz od P6. (Hsu et al., 2010). To je ziejmé divod, pro¢ jsou dendrity kortikalnich
pyramidovych neuronti jiz v ¢asnych stadiich postnatalniho vyvoje nepropustné pro Ca®"

(Szczurowska a Mares, 2013)

1.1.4.3 Struktura AMPA receptoru

K lepsimu porozuméni fungovani glutamatovych receptorii pomohla tzv. krystalograficka data.
Vysledky dat vedly k novému chépani vazby agonisti a antagonisti ke glutamatovym receptorim
a tim umoznily porozumét i tomu, jakym zpusobem probiha jejich regulace. (Sobolevsky et al., 2009)

Vsechny podjednotky AMPA receptorii maji stejnou primarni strukturu. Jak bylo uvedeno vyse,
kazda podjednotka se sklada z extracelularni amino-terminalni domény (ATD), extraceluldrni ligand
vazajici domény (LBD), transmembranové domény (TMD) a kratké intracelularni karboxyl-
terminalni domény (CTD). (Sobolevsky et al., 2009)

Podjednotka GIUA2, jeZ je nejcastéji popisovana, ma tvar podobny velkému pismenu ,,Y*, kde
jsou hlavni tfi domény usporddany ve vrstvach. ATD zaujima horni ¢ast pomyslného pismene
Y a podili se na sestaveni specifického receptoru, pienosu a modulaci, LBD je vlozena mezi ATD
a iontovy kanal, je centrem pro vazbu agonisti ¢i kompetitivnich antagonistl a hraje roli v aktivaci
propustnosti membrany, TMD tvoii vlastni iontovy kandl, ktery obsahuje tii membranu pieklenujici
segmenty (M1, M3 a M4) a ,reentry smycku®, neboli segment M2. Segment M4 je nasledovan
intracelularni CTD, jez se podili na lokalizaci a regulaci receptoru. (Kew, Kemp, 2005; Sobolevsky
et al., 2009) (obrazek 3,obrazek 4)

Kromé toho, ze aktivované AMPA receptory generuji excitacni postsynapticky potencidl,
mohou rovnéz vysilat informace do extracelularniho prostoru o své vlastni desenzitizaci. (Nakagawa

et al., 2005)
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Obrazek 3. Krystalograficka struktura GluA2 podjednotky AMPA receptoru (Sobolevsky et al., 2009, str. 17)

A  Subunit of AMPA-R

NTD

LBD

TMD! -

DAX_
M1 M2/M3

Obrazek 4. Struktura AMPA receptoru (Nakagawa et al., 2005)

1.1.44 AMPA receptor a epilepticky zadchvat

Vlivem epileptického zachvatu miiZze dojit ve vyvijejicim se mozku k rychlym zménam
vV usporadani a funkci podjednotek AMPA receptoru. Rluzné oblasti mozku vykazuji riiznou
nachylnost ke vzniku epileptickych zachvatii. Naptiklad v mozecku epilepticky zachvat diky prevaze
inhibi¢nich neuront nevznikéd. Naopak staré korové oblasti, typicky hipokampus, patii mezi nejvice
nachylné. Zvysena excitabilita hipokampu muize pfeménit tuto oblast mozku na tzv. epileptickou sit’.

Pii riznych typech zachvati dochdzi ke zméné exprese podjednotek GluA2, tudiz i ke zméné
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propustnosti pro Ca?* Dle typu se miize jednat o zmény omezujici se na uréité obdobi vyvoje &i
0 zmény dlouhodobé.

Nartst excitability je spojen s rychlym vzestupem exprese podjednotek GluAl a GIuA2 po
zachvatu. AvSak cca 12 — 16 hodin po status epilepticus byl pozorovan vyznamny pokles exprese
GluAl a GluA2. Tento fakt miize vést k uspoiadani receptortt AMPA propustnych pro Ca®* a zvyseni
toxicity endogenniho glutamatu po neurologickém poskozeni. (Szczurowska a Mares, 2013) Naopak
nartist GluA2 v buiikach zralého gyrus dentatus po status epilepticus snizuje propustnost pro Ca?*
coz muze mit protektivni vliv na neurony a branit excitotoxickému poskozeni. (Szczurowska
a Mares, 2013)

U modelti zachvatl jsou vyuzivany antagonisté AMPA receptorti jako vysoce uc¢inné
antikonvulzivni latky. AMPA receptory vSak podléhaji vyvojovym zménam ve slozeni podjednotek.
AMPA receptory propustné pro Ca®" jsou vysoce exprimovany v somatosenzorickém kortexu
v nezralém mozku. (Hsu et al., 2010; Szczurowska a Mares, 2013) Jelikoz je Ca®" dilezitou
intracelularni signalni molekulou, oc¢ekava se napiiklad ur€ity vliv regulace exprese podjednotky
AMPA receptoru na poskozeni neuronit po probéhlych zachvatech. (Standley et al. 1995) Tyto
specifické zmény ve slozeni a expresnich vzorcich AMPA receptorti béhem vyvoje, jakoz i jejich
ucast na intracelularni signalizaci jsou slibnym cilem pro vyvoj vékové specifickych terapeutik,

ovliviyjicich excitotoxicitu a nasledné neuronalni poskozeni. (Szczurowska a Mares, 2013)

1.2 Farmakologické ovlivnéni AMPA receptoru

V 80. letech 20. stoleti byly testovany prvni antagonist¢é AMPA receptoru. Jednalo se o latky,
které se ovSem vazaly i na vazebnd mista pro glycin na NMDA receptoru, tudiz nebyly dostatecné
selektivni, aby byly vhodné vyuzitelné. Od té¢ doby je do klinickych studii zatazovédna tada latek,
u kterych je specificita pro AMPA receptor vyraznéjsi. (Kew, Kemp, 2005)

Excita¢ni synapticky ptenos je zprostiedkovan zejména prostiednictvim rychlych kanalti GluA
typu AMPA, které jsou povazovany za kliCové pro chronickou neurodegeneraci. Napiiklad
glutamatem vyvolané destrukci motorickych neuronti 1ze zabranit blokddou AMPA receptorti, nikoli
vSak blokadou receptoru NMDA. Proto jsou latky, jeZz cili na receptory AMPA zajimavé pro
terapeutické ovlivnéni chronickych neurodegenerativnich poruch. Piestoze existuje velké mnozstvi
latek, znamé svou modulaci a blokaci AMPA receptorl in vitro, zatim zadna z téch, co prosly

klinickym testovanim, nebyla vhodna pro pouziti v terapii pacientd. (Schlesinger et al., 2005)

21



1.2.1 Latka IEM 1460

Jak bylo uvedeno vyse, jsou AMPA receptory postradajici GluA2 podjednotku (propustné pro
Ca®") vyznamné rozsifeny ve vyvijejicim se mozku. Latka IEM 1460 [1-trimethylammonio-5-(1-
adamantin-methylammoniopentan)dibromid] je specifickym antagonistou pravé téchto receptord
a proto by mohla byt potencidlnim vékové specifickym antikonvulzivem. Tato latka se fadi mezi tzv.
adamantové derivaty, byla objevena v 90. letech minulého stoleti a poté byla opakované testovana
jako blokator AMPA receptorti prostupnych pro vapnik. (Bolshakov, 2005; Buldakova, 1999;
Magazanik et al., 1997; Schlesinger et al., 2005; Szczurowska a Mares, 2015) Kromé toho rovnéz
blokuje nikotinovy receptor sympatickych a parasympatickych ganglii a je agonistou receptoru
NMDA. (Gmiro et al., 2008)

Podle studii je antikonvulzivniho u¢inku latky IEM 1460 dosaZeno jak po intracerebralni, tak
po intraperitonealni (periferni) aplikaci. V obou piipadech je uCinek zprostiedkovan totoznym
centralnim mechanismem. Antikonvulzivni pisobeni této latky na modelu nikotinem indukovanych
zachvatl je kombinaci blokady postsynaptickych glutaméatovych receptori typu AMPA
v interneuronech hipokampu a pyramidovych buikach a blokady presynaptickych nikotinovych
receptort v gangliich parasympatiku. (Gmiro et al., 2008).

Pouziti latky IEM 1460 jako markeru neptitomnosti GluA2 podjednotky odhalilo diferencialni
distribuci AMPA receptorti bez GluA2 podjednotky v mozku potkana. Populace Bergmanovych
gliovych buné€k, jakoz i striatdlnich cholinergnich interneuronti se zdaji byt velmi homogenni
a nevykazuji expresi AMPA receptort s GluA2 podjednotkou. Na rozdil od nich, nepyramidové
buiitky hipokampu a mozkové kiiry vykazuji variace v zastoupeni AMPA receptort. Nékteré z téchto
bunék obsahuji oba typy AMPA receptoru (s i bez GluA2 podjednotky). Pyramidové neurony kortexu
a hipokampu jsou na latku IEM 1460 pomérné malo citlivé. Rozdil v afinité k bloku latkou IEM 1460
pozorovany v téchto typech bunék vsak naznacuje, ze blokujici aktivitu mohou ovlivnit nékteré dalsi
ptitomné faktory. Predpokladem je, ze praveé pocet podjednotek GluA2 v sestavé AMPA receptoru
muze byt jednim z faktort. (Buldakova, 1999; Buldakova, 2007)

Bylo prokazano, ze latka IEM 1460 v davce 3 mg/kg hmotnosti, vykazuje u dospelych mysi
antikonvulzivni ¢inek u nikotinem vyvolanych zachvatti a rovnéz u zachvatti vyvolanych kyselinou
kainovou. (Gmiro et al., 2008) Na druhou stranu nedokazala potlacit maximalni elektroSokové
zachvaty, a to ani v davce 30 mg/kg. (Borowicz, Banach, 2007).

Szczurowska a Mare§ studovali moZny antikonvulzivni Gc¢inek této latky u vyvijejicich se
potkanii pomoci dvou modeli epileptickych zachvatii. Jednalo se o zachvaty vyvolané latkou

pentylenetetrazol a o zachvaty indukované kortikalnimi naslednymi vyboji u potkant ve véku P12,
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P18 a P25. Aplikace latky IEM1460 v davce 20 mg / kg méla za nasledek zpozdény nastup PTZ-
indukovanych klonickych zachvati ve vSech v€kovych skupinach. To znaci, Ze blokada AMPA
receptortl propustnych pro Ca?* pomoci latky IEM 1460 byla dostate¢na a zabranila $ifeni epileptické
aktivity do motorického systému zvifete. U generalizovanych tonicko-klonickych zachvati
indukovanych rovnéz latkou PTZ méla latka v davce 10 a 20 mg/kg antikonvulzivni u¢inek pouze u
zvitat ve véku P18 a P25. Podavani IEM 1460 tedy zpisobilo adekvatni blokaci AMPA receptorti
propustnych pro Ca?* v oblastech mozku, podilejicich se na generalizovanych tonicko-klonickych
zachvatech u 18 a 25dennich mlad’at, ovSsem v tomto ptipadé nebyla latka ucinna pro vék P12.
Ukazalo se, ze tyto dva typy zachvatli indukované latkou PTZ (klonicky a tonicko-klonicky) jsou
generovany v ruznych strukturdch mozku. Zatimco klonické zachvaty vznikaji z mozkové kiry
a oblasti pfedniho mozku, generalizované tonicko-klonické zachvaty generované v mozkovém kmeni
jsou charakterizovany c¢innosti ptedniho thalamu, mozkové kury a dentalniho gyru. Bylo vsak
zji§téno, Ze postiZzeni riznych struktur mozku se miiZe u jednotlivych zvifat ménit ve vztahu ke stadiu
vyvoje a zpusobu podavani PTZ. (Szczurowska a Mares, 2015) Po opakovanych stimulaci
U kontrolnich zvitat starSich 12 dnl se trvani kortikalnich naslednych vyboji postupné zvysSovalo.
Déavka 10 mg/kg toto prodlouZeni zcela blokovala a ddvka 20 mg/kg ho ¢astecné potlacila. IEM 1460
mélo u zvifat ve véku P18 a P25 lehky prokonvulzivni Gcinek, tj. trvani naslednych vyboji se
s opakovanou stimulaci prodluzovaly. Z téchto vysledki Ize vyvodit, ze u€inek latky IEM 1460 zavisi
na modelu pouzitych zéachvatl, jejich iktogenni struktufe a rovné€z na vyvojovych zménach

V podjednotkovém slozeni AMPA receptort. (Szczurowska a Mares, 2015)

1.3 Epilepsie

Epilepsie je onemocnéni, jez se projevuje opakovanymi epileptickymi zachvaty. Jde o soubor
riznorodych syndromd, které maji spolecné pravé opakujici se zachvaty. Jednotlivé syndromy
charakterizuje specificky vzorec zachvatu, ¢as prvniho vyskytu, frekvence opakovani, ptfidruzené
pfiznaky, souvislost s vékem jedince, vyskytem vrodiné, EEG zaznamem a prognozou. Jako
epilepticky zachvat se oznacuje klinicky projev vychazejici z ndhlych nadmérnych synchronnich
abnormalnich vyboji skupiny neuronti v tkani mozku (epileptické ohnisko). Jedna se o pfechodnou
poruchu nervové ¢innosti, jejiz projevy mohou byt ve smyslu poruchy motorické (klonické kiece,
zmény tonu svalstva), senzorické (parestezie, zmény senzorického vnimani), vegetativni (zmény
frekvence dechu a tepu, zblednuti), poruchy védomi nebo poruchy chovani. Zminéné ptiznaky se

rizné kombinuji. (Kralicek, 2011; Rokyta, 2015) Piestoze jsou projevy epileptickych zachvatii mezi
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nemocnymi rdznorodé, existuje né€kolik charakteristickych znakt, spolecnych pro vSechny
epileptické paroxysmy. Jmenovité¢ charakterizuje epilepticky zachvat ndhly vznik pfiznakd,
piechodné trvani projevli, urcitd stereotypnost projevii u jednotlivych nemocnych a existence
epileptického ohniska. (Kralicek, 2011)

Ve vétsing piipadu se jedna o tzv. idiopatickou epilepsii, tedy bez zjevné pticiny. Asi 20 %
epilepsii se fadi mezi symptomatické, které mohou byt zpisobeny mozkovymi nadory, zranénimi,
infekcemi, rovnéz i nadmérnym uzivanim alkoholu nebo jinych psychoaktivnich latek. Prevalence
epilepsie je 0,5— 1 % (bez zapoCteni ojedinélych zachvati). Déti jsou postizeny 4% Castéji nez dospéli.
Asi u 60 % détskych pacientl epilepsie béhem dospivani vymizi, avSak u ¢asti pacientl se zachvaty
Vv pribéhu puberty naopak objevuji a pretrvavaji do dospélosti. Epilepsie nema vliv na inteligenci, jak
doklada skutecnost, ze rozsah inteligencnich kvocientt pro epileptiky je obdobny jako u populace
obecné. (Fiest et al., 2017; Nevsimalova, 2002; Singer, Zawada, 2013)

Pfestavba neuronalni sit¢ v mozku je pro epilepsii typicka a odliSuje ji od ojedinélych
epileptickych zachvati. Epilepticky zdchvat ma béhem Zivota mnohonédsobné vice jedincii a miize ho
vyvolat naptiklad iontova dysbalance (pfedevsim hypokalcemie), hypertermie (febrilni kiece u déti),
hypoglykemie, nékteré jedy ¢i léky a dalsi. Pfechod od jednotlivého zachvatu k rozvinutému
onemocnéni se nazyva epileptogeneze. Jednd se o dlouhodoby proces postupné transformace
neuronové sité. (Rokyta, 2015) ,,Zmény vyskytujici se béhem tohoto obdobi jsou naptiklad: postupny
zanik inhibi¢nich interneuroni nebo excitacnich interneuronii aktivujicich inhibi¢ni neurony
a vytvareni novych kolateral, které¢ mifi zpét k excitanimu neuronu a posiluji jeho ¢innost.* (Rokyta,

2015, str. 547)

1.3.1 Vznik zachvatu

U zdravého Cloveka jsou excitacni i inhibi¢ni nervové okruhy v mozku v tzv. dynamické
rovnovaze. Okruh excitacni je zajiStovany excitacnimi neurotransmitery, pfedev§im glutamatem
a inhibi¢ni naopak inhibi¢nimi - GABA. Kazda ¢ast mozku ma specifickou uroven excitability
a synchronie. Excitabilita nervovych bunék zavisi na pohybu iontt pies specifické napétove fizené
nebo receptorem aktivované membranové kanaly. Roli hraje typ, mnozstvi a rozmisténi
membranovych receptord bun€k spojenych s iontovymi kanaly, rovnéz aktudlni zastoupeni
podjednotek receptoru, uroven aktivace systému druhého posla a modulace genové exprese neuronu.
Diilezitym krokem v poslednich letech byla identifikace nékterych monogennich epilepsii, které jsou
pravé vysledkem mutaci genti koédujicich iontové kanaly nebo receptory, tzv. epileptogenni

kanalopatie. Zachvaty vznikaji podle vSeho pfechodnou nevyrovnanou aktivitou excita¢nich
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a inhibi¢nich faktor spole¢né se zménou vlastnosti membran bunék, poruchou rovnovahy iontl
uvnitt a vné builkky ¢i zménou modula¢nich mechanismii. Spoleénym znakem =zéichvatii je
hyperexcitabilita a hypersynchronizace v jedné nebo vice oblastech CNS. (Rokyta, 2015; Shorvon et
al., 2016)

U néekterych typi epilepsie je pritomen podnét, ktery se uplatiiuje jako spoustéc zachvatu. Mtize
se jednat o podnét ze zevniho (svételné, akustické vjemy, psychicky stresujici situace, konzumace
alkoholu, nékterd farmaka apod.) i vnitiniho prostfedi (zejména humoralni zmény, napt. zavislost

zachvatl na menstruacnim cyklu u zen, t.j. katamenialni epilepsie). (Nev§imalova, 2002)

1.3.2 Druhy epileptickych zachvatii

Klasifikace zachvatt dle Mezinarodni klasifikace epileptickych zachvatii vychéazi z klinického
obrazu korelujicim s elektroencefalografickym vysettenim. Epileptické zachvaty se déli dle toho, zda
je ¢i neni mozné lokalizovat uréitou oblast v mozku, ze které se patologicka aktivita Sifi (tzv.
epileptické lozisko), na fokdlni a generalizované. Tteti obvykle udavanou skupinou zachvatii jsou

tzv. neklasifikovatelné. (Komarek, 2005; Rokyta, 2015)

1.3.2.1 Parcialni zachvaty (fokalni)

Jako parcidlni zachvaty jsou oznacovany ty, u kterych pocatecni klinické projevy nebo EEG
zaznam provedeny v dobé zachvatu ukazuji na zvySenou elektrickou aktivitu v ohrani¢ené oblasti
mozkové kury jedné mozkové hemisféry. (Kralicek, 2011)

Epileptické zachvaty parcidlni mizeme dale d€lit na zdchvaty s jednoduchou symptomatologii,
kdy se epileptické lozisko nachdzi zejména v neokortexu a klinické ptiznaky se dotykaji jednoho
systétmu (motorické, senzitivni atd.), s komplexni symptomatologii, kdy je loZisko nejcastéji
Vv limbickém systému a klinicky jsou pfitomny poruchy chovani, védomi a vegetativni ptiznaky, a na
parcidlni zachvaty sekundarné generalizované, kdy se ptivodné parcidlni aktivita rozsifi na cely
mozek. (Rokyta, 2015)

Pii jednoduchych parcialnich zachvatech nedochdzi k porucham védomi. Motorické zachvaty
maji rizny klinicky obraz, dle toho, kde v motorickém kortexu se ohnisko nachazi. Po skonceni
zachvatu muze dojit k n€kolik hodin trvajici paréze postizenych svalti (tzv. Toddova paréza). Projevy
senzitivnich zachvatli jsou nejCastéji parestezie postizenych casti téla. Klinickd manifestace
senzorickych zachvatli opét zavisi na lokalizaci a mize byt velmi variabilni, dle postizené oblasti

mohou vznikat skotomy, fosfény, sluchové nebo ¢ichové halucinace, chutové vjemy, vestibularni
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poruchy aj. Rovnéz se pfi téchto parcidlnich zachvatech mohou objevit i psychické projevy (stavy
derealizace, depersonalizace aj.). (NevS§imalova, 2002)

Parcialni zachvaty s komplexni symptomatologii provazi vzdy kvalitativni porucha védomi,
ktera je vyjadiena ihned na pocatku zachvatu nebo mize tento typ navazovat na jednoduchy parcialni
zachvat. Objevuji se pohybové automatismy jako mlaskani, polykani, zvykani, olizovani nebo i
komplexné&jsi pohybové jednani a na zachvat je vzdy amnézie. Nékdy pohybové automatismy
doprovazi i1 smich, agresivni chovani ¢i jiné emocni projevy. Asi z 80 % se jednd o zachvaty
temporalniho piavodu. (Kralic¢ek, 2011; Nevsimalova, 2002)

Piedpokladem vzniku parcialniho zachvatu je tzv. epilepticky neuron, jehoz membrana je
I v klidu lehce depolarizovana, pravdépodobné kvuli poruse transportnich iontovych mechanismt
a jeji odpovéd’ na podrazdéni neni generovani jednoho akéniho potencialu, ale celé salvy, kterd vznika
na podkladé paroxysmalniho depolariza¢niho posunu. Vstup extracelularnich iontéi Ca%* do neuronu
zpusobuje, ze tvorba AP se rychle opakuje a depolarizace je prodlouzena. Rovnéz se oteviraji
napétové tizené Na® kandly, Na® ionty vstupuji po koncentraénim spadu do buriky a umoziiuji
opakovanou tvorbu AP. Nasledné je gabaergnimi receptory zprostfedkovana repolarizace
a hyperpolarizace. Podle typu bun¢k dojde bud’to ke vstupu iont C1” dovnitt buiiky nebo vyliti iontt
K* z bufiky ven. Opakovanymi vyboji se stale zvySuje extracelularni koncentrace ionti K+. To
omezuje rozsah hyperpolarizace a tak je depolarizace v okoli snazsi. Ca** se hromadi
Vv presynaptickych zakonéenich, coZ umoziuje zvySené uvoliiovani excita¢nich neurotransmiterd.
Prolongovana depolarizace aktivuje NMDA receptor, ¢imZ se zvysi vstup extracelularniho Ca?* do
bunky a excitabilita neuront roste. (Rokyta, 2015)

,Uvazovanou podstatou primarni poruchy iontovych tokti na membran¢ je mozna dysfunkce
Na/K — ATPazy, omezena schopnost gliovych bunék pufrovat zvySenou extracelularni koncentraci
iontd K*, sniZeni ¢innosti inhibi¢ni synapse, zvySeni excita¢ni stimulace, remodelace synaptickych
spojeni, metabolické zmény v buiice nebo i1 zména objemu extracelularniho prostoru ci
extracelularniho iontového sloZeni — snizeni hladiny iontti Mg?* a CI" a zvyseni hladiny K**(Rokyta,
2015, str. 548)

V riiznych oblastech mozku je pravdépodobnost vzniku epileptického ohniska rtizna. Nejcastéji
vznikne fokus v neokortexu a limbickém systému (hipokampu, vzacnéji v jiné ¢asti limbického
systému). Naopak v cerebellu epileptické ohnisko nevznika, jelikoz zde jednozna¢né pievladaji

inhibi¢ni synapse. (Rokyta, 2015)
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1.3.2.2 Primarn¢ generalizované zachvaty

Tyto zachvaty lze rozdélit do dvou skupin. Prvni zna¢ime grand mal, neboli velky zachvat,
béhem kter¢ho jsou postizeny velké svalové skupiny, objevuji se tonické ¢i klonické kiece (nebo
kombinace obou), dochazi ke ztrat¢ védomi a vytazeni posturdlnich reflexii. Pravdépodobnou
pfi¢inou je nahly vznik abnormélnich vyboji v obou polovindich mozku. Druhym typem
generalizovaného zachvatu jsou tzv. absence (dfive oznaCovan jako petit mal), kdy dochazi rovnéz
k poruse védomi, avSak pacient je schopny udrZet vzpifimenou polohu (je porusena pouze ascendentni
¢ast retikularni formace, zatimco descendentni ¢ast postizena neni). Tento typ zachvati je typicky
pro déti v pozdnim piedskolnim a Skolnim véku, ptiblizné do zac¢atku puberty. Urcité typy zachvatl
totiz nastupuji pii ur¢itém stupni zralosti mozku. (Rokyta, 2015)

Miizeme nalézt 1 jiné, podrobné&jsi déleni. NevSimalova naptiklad déli generalizované zachvaty
do 6 skupin podle motorickych projevii — 1.) zachvaty tonicko-klonické, 2.) tonicke, 3.) myoklonické,
4.) atonické, 5.) absence a 6.) generalizované epileptické syndromy.

Jako nejcastéjsi uvadi zachvaty tonicko-klonické, pied jejichZ zapocetim se n€kdy objevuje tzv.
prodromalni stadium, které znaci blizici se zdchvat a jehoz trvani muze byt nékolik hodin az dni. Toto
stadium se projevi zmeénou nalady, zvySenou iritabilitou, bolestmi hlavy aj. Samotny zachvat zacina
typicky tonickou fazi, je nasledovan fazi klonickou a nakonec se objevuje postiktalni stadium, kdy
odeznivaji motorické projevy, dechové funkce se normalizuji a pacient s poruchou védomi obvykle
piechazi do hlubokého spanku. Po probuzeni byva pacient jesté zmateny, unaveny, boli ho svaly
celého téla a rovné€Z se objevuje tporna bolest hlavy. (NevSimalova, 2002)

U tonickych zachvat dochazi, jak nazev napovida, k tonické svalové kontrakci. Kie¢ muze
predilekéné postihnout urcité svalové skupiny anebo byt generalizovaného razu.

Jako myoklonii oznacujeme nahly mimovolni zaskub, ktery opét bud'to postihuje urcitou
svalovou skupinu, nebo je generalizovany. Myoklonické zachvaty jsou mnohdy sdruzeny s vékove
vazanymi epileptickymi syndromy.

Atonické zachvaty charakterizuje ztrata svalového tonu. Jako u vySe zminénych zachvati
rozliSujeme atonii urcité svalové skupiny a atonii generalizovanou, jeZ vede k okamZitému padu
pacienta. Tyto zachvaty se vyskytuji zejména v détském veku. (Nevsimalova, 2002)

Absence byly popsany vySe.

Jako posledni skupinu uvadi NevSimalova generalizované epileptické syndromy. Tyto
syndromy jsou vazany predevsim na détsky veék a jsou idiopatické. VéEtsina idiopatickych epilepsii je

disledkem poruch iontovych kandlii. Je prokdzano, Ze naptiklad excitabilita sodikovych kanala
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s vékem klesa. Né&které formy jsou relativné benigni, jiné maji naopak zdvaznéjsi progndzu.
(Nevsimalova, 2002; Komarek, 2004)

Komarek uvadi déleni téchto epileptickych syndromii dle véku pacienti, kdy typicky dochazi
k jejich prvnimu vyskytu, na epileptické syndromy v prvnim obdobi (od narozeni do 4 mésict),
epileptické syndromy u kojenct a batolat (od 4. mésice do 4. roku), epileptické syndromy u déti mezi
4. az 12. rokem, epileptické syndromy u dospivajicich a epilepsie se zachvaty pii probuzeni. Kazda

vySe zminéna skupina obsahuje n¢kolik epileptickych syndromi. (Komarek, 2004)

1.3.3 Lécba epilepsie

Lécba symptomatické epilepsie spociva v odstranéni pficiny, jez je znama, je tedy kauzalni.
U epilepsie idiopatické pfi¢ina zndma neni, tudiz jde o 1é¢bu symptomatickou s cilem minimalizovat
metody, uzivané v 1écbé epilepsie.

Vyuziva se fada antikonvulziv ¢i jejich kombinace dle typu epilepsie a individualni odpovédi
pacienta na latku. V dlouhodobych klinickych pozorovanich je 80 % pacienti s nove
diagnostikovanou epilepsii, diky antikonvulzivni 1é¢b¢, bez zachvat obvykle béhem prvniho roku
1éCby. Ani antiepileptika tfeti generace nejsou schopna dlouhodobé kontroly zachvata piiblizné
u 20 % pacientti. Toto a fakt, ze vétSina 1é¢iv ma celou fadu nezadoucich u¢inkd, vede k vyzkumu
stale novych latek. (Singer, Zawada, 2013; Shorvon et al., 2016)

Jak bylo uvedeno vySe, asi 20 % pacientt s idiopatickou epilepsii je rezistentnich na
farmakoterapii. U n€kterych z téchto pacientti je metodou volby operace mozku. Pro indikaci operace
je nutné, aby se oblast, ve které se zachvaty objevuji, nachazela pii opakovanych EEG vysetfenich
(obvykle pomoci implantovanych hloubkovych elektrod) vzdy ve stejné lokalité. DalsSim vyznamnym
kritériem pro indikaci operace je nutnost lokalizace postiZzeni v oblasti mozku, ktera mize byt bez
vyznamného poruseni psychickych funkci redukovana. (Singer, Zawada, 2013)

Dalsim typem operace dnes uz jen vyjimecné pouzivanym je tzv. calosotomie. Jde o postup
zahrnujici ¢astecné oddéleni obou mozkovych hemisfér tim, Ze se protnou axony tvofici corpus
callosum. Tento typ operace se provadi v pripad¢ Castych epileptickych zachvatd typu grand mal,
Vv souCasné dob¢ je pouzivan jen vyjimecné. Jiné 1é¢ebné postupy pro epilepsii zahrnuji stimulaci
nervus vagus. Pacientovi se implantuje zatizeni, jez pomoci elektrické stimulace ovliviiuje nervus
vagus a snizuje mnozstvi zachvatli. V omezeném poctu piipadi mohou byt zachvaty pozitivné

ovlivnény pomoci zvlastniho dietniho rezimu, nazyvanym ketogenni dieta. Tato dieta se vyznacuje
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pfijmem stravy s vysokym obsahem tuku a nizkym obsahem sacharidl. I pfes spektrum farmak

a chirurgickych vykoni nedochazi u 5 — 8 % pacientti ke kontrole zachvati. (Singer, Zawada, 2013)

1.4 Laboratorni potkan

Norsky neboli laboratorni potkan (Rattus norvegicus) byl prvnim druhem, ktery byl
domestikovan za G¢elem védeckého vyzkumu. JiZ vice nez sto let je pouzivan v behavioralnich,
neurologickych, fyziologickych a jinych formach vyzkumu. (Whishaw, 2004)

Novorozena mladata potkanti nemaji zralou CNS a svou zralosti odpovidaji prenatalnimu
stadiu vyvoje Cloveéka. (Gramsbergen, 1998). Diky tomu je mozné sledovat vliv morfologického,
fyziologického a biochemického zrani motorickych a jinych systémil na motorické projevy jedince.
(Altman, Sudarshan, 1975) Prabéh motorického vyvoje potkana je velmi dobie zmapovan, coz
umoziuje zhodnotit plisobeni riznych endogennich a exogennich vlivli na zrani nervového systému.
Jednim z exogennich vlivii mize byt podani farmaka, které je preklinicky testovano z hlediska

vyvojové toxicity (Calamandrei, 2004).

1.4.1 Ontogeneticky vyvoj potkana

Etapa vyvoje zarodku trvd u potkana 22 — 23 dni (3 tydny) a stejna doba pfipada i na vyvoj
postnatalni, celkoveé se tedy jednd o 6tydenni vyvoj. U ¢loveka trvad vyvoj o poznani déle. Dité se
fyziologicky rodi po ptiblizné 270 dnech intrauterinniho vyvoje a jeho postnatalni vyvoj je ukoncen
kolem 20. roku v€ku. Nicméné, 1ze pozorovat ur¢itou podobnost mezi vyvojem potkana a ¢lovéka,
pokud jednomu dni vyvoje potkana ptifadime jeden mésic vyvoje ¢lovéka. (Jamon, 2006; Vinay et
al., 2005). Vyvoj je obdobny rovnéz v tom, ze u obou skupin probihd podél rostrokaudalni osy
a proximodistalnim sméfem. (Vinay et al., 2005; Lelard et al., 2006; Geisler et al., 1993, Brocard et
al., 1999) Vyjimku tvoii antigravitani drzeni hlavy, kterého je mladé schopno v delsim ¢asovém
intervalu az koncem prvniho tydne po narozeni. (Altman, Sudarshan, 1975; Clarac et al., 1998)

Jelikoz novorozena mlad’ata potkanti nemaji zralou CNS, uroven jejich motoriky v dobé
narozeni lze pfirovnat ke stavu vyvoje motoriky v pozdni f4zi druhého trimestru prenatalniho vyvoje

¢lovéka. (Clancy, Darlington a Finlay, 2001; Gramsbergen, 1998).
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1.4.1.1 Motoricky vyvoj

Jak bylo uvedeno vySe, mlad’ata se po narozeni jevi jako velmi nezrald. Rodi se hola, maji
slepena vicka, slysi jen v azkém ultrazvukovém spektru a jejich pohybova aktivita je nepatrna
(Jamon, 2006). Vestibularni aparat a ¢ichovy organ jsou po narozeni vyvinuty 1épe, i kdyz ne zcela,
a pomahaji prakticky slepému a hluchému mladéti dostat se k matce, jakozto zdroji obzivy. (Clarac
etal., 1998) Je zajimavé, Ze i puisobeni prostiedi v prenatalnim obdobi ma vliv na vyvoj vestibularniho
aparatu a jeho funkci po narozeni. Toto tvrzeni prezentuje studie, jez hodnotila novorozena mlad’ata
potkand, ktera byla v perinatalnim obdobi podrobena kosmickému letu, diky ¢emuz se u nich, oproti
kontrolni skuping, projevily zmény ve funkci vestibularniho systému (v pfipad¢ odstranéni taktilni
a proprioceptivni stimulace). (Ronca, 2008) Geisler a spolupracovnici zase prokazali, ze vestibularni
deprivace v raném postnatalnim stadiu (konkrétné z 5. postnatalniho dne zivota) ovliviiuje motoricky
vyvoj, zejména neoptimdlni stabilizaci trupu. Hlavnim trvalym u¢inkem bilateralni vestibularni
deprivace je oscilace hlavy béhem pohybu. (Geisler, 1997)

Pohyb lze schematicky rozdélit na dvé slozky — fazickou slozku, zodpovédnou za rytmické
stiidavé kontrakce koncetin a svalstva trupu a slozku tonickou, zastoupenou zejména posturalnim
svalstvem. (Vinay et al., 2005). Pozorovani nékolika autort doklada, Ze fazicka slozka je pii narozeni
funkéni, naopak tonickd slozka je pomérné nezrald a k jejimu dozravani dochdazi postnatalné,
vyznamng jiz V prvnim tydnu zivota potkana. (Altman et al., 1975, Vinay et al., 2005). Mendez-
Gallardo et al. se shoduji na tom, ze vyjadieni motorickych vzort je limitovano pravé nedostatkem
et al., 2016) Tento vyvoj zavisi na zrani nékolika systémd (muskuloskeletalni systém,
senzomotoricky systém, vyssi centra mozku, nékteré descendentni i ascendentni drahy). (Vinay et al.,
2005) Krome toho zaznamy elektromyografie (EMG) u novorozenych potkanti naznacuji, ze rovnéz
svaly zraji a vytvareji siln€jsi spojeni do druhého postnatalniho tydne. Naptiklad motoneurony, které
inervuji extenzory hlezna, jsou pfi narozeni mén¢ zralé nez motoneurony inervujici flexory. (Mendez-
Gallardo et al., 2016)

Vzajemné postaveni hlavy, trupu a koncetin jsou spolecné s orientaci téla v prostoru hlavnimi
aspekty postury. Kvalitni postura je poté nezbytnym pifedpokladem efektivniho pohybu. (Geisler et
al., 1993) Podle Altmana a Sudarshana (1975) Ize vyvoj postnatalni lokomoce u potkana rozdélit do

tii fazi, respektive tii tydn. Dominantnim prvkem prvniho tydne je pivotovani, jez v druhém tydnu
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postupné prechazi do nejisté a pomalé chiize, kterd v prubéhu tietiho tydne dozraje a soucasné si zvite
osvoji 1 béh. V nasledujicim textu je postnatalni vyvoj potkana popsan podrobnéji.

Altman a Sudarshan ve své studii, kdy pozorovali motoricky vyvoj potkani ode dne narozeni
(P0O) do 21. dne zivota (P21), udavaji, ze novorozené mlade¢ je v open fieldu vétsinu ¢asu bez pohybu,
jeho konéetiny jsou extendované a maji nizsi svalovy tonus. Ukolem kondetin je v tomto stadiu
vyvoje zejména laterdlni podpora trupu. Tato funkce se vSak rychle méni, jelikoz jiz od prvniho dne
dochazi k postupné elevaci ramennich pletencii, které jsou na konci prvniho tydne zivota zvednuta
prumérné polovinu €asu. S elevaci ramen je spojeno zrani hornich koncetin, které postupné zacinaji
nést vahu predni ¢asti téla, zpocatku na loktech a spodni ¢asti paze a od uplynuti prvniho tydne zivota
Jjiz distalnéji na tlapkach a jednotlivych prstech. Hlava je béhem prvniho tydne Zivota zvednuta jen
ziidka, zvySuje se sice frekvence lateralnich pohybu hlavy, ale hlava ziistava v kontaktu s podlozkou.
(Altman, Sudarshan, 1975) Zadni koncetiny nejsou koncem prvniho tydne zivota jesté dostatecné
zralé, aby unesly vdhu panve, avSak i u nich dochdzi v prvnim tydnu k postupnému vyvoji opérné
funkce. Tento fakt doklada naptiklad prace Brocarda et al., pti které byla pozorovana zvitata v prvnim
tydnu Zivota opakované umisténa na Sikmou ploSinu (sklon 45°) a v&dci hodnotili extenzi zadnich
koncCetin. Ta se jiz béhem prvniho tydné zivota vyrazné vyvijela, co do kvantity i1 kvality zapojeni
svalii a umoznovala zvifatim stabilizaci v této poloze. Pozorovani také ukazalo, Ze zapojeni
extenzorl u novorozenych zvitat (P0) se, pokud je viibec ptitomno, tyka zejména kycelnich kloubt
a postupné se rozsifuje na kolenni i hlezenni kloub. Tato skutecnost je v souladu s tvrzenim, ze
motoricky vyvoj konéetin béZi v proximodistalnim sméru. (Altman, Sudarshan, 1975; Brocard et al.,
1999)

Lokomoc¢ni pohyb v prvnim tydnu, jak bylo uvedeno vyse, reprezentuje tzv. pivoting.
Predpokladem pro pivotovani je schopnost pohybu pfednich koncetin, ktery se objevuje mezi 4. a 5.
dnem Zivota. Pfedni koncCetiny v podstaté plisobi jako padla — zvitata se Siroce ohani, lehce se odrazeji
pomoci lateroventralnich ploch tlapek, ¢imz produkuji minimdalni pohon. Jelikoz zadni koncCetiny
jesté nejsou schopny pohyb piednich koncetin podpofit a zlistavaji povétSinou lezet na podlozce,
dochazi v pronacni pozici k otdCeni celého téla. (Altman, Sudarshan, 1975)

Od pocatku druhého tydne zvife zveda hlavu a postupem ¢asu se prodluzuje doba, po kterou
hlavu udrzi zvednutou. Od 9. dne Casto nese piedni ¢ast téla s hlavou sméfujici nahoru s typickou
»Cichaci reakci® a od 12. dne je mlad¢é schopno zvednout jednu pfedni koncetinu od zemé, aniz by
ztratilo rovnovahu. Rovnéz béhem druhého tydne Zivota dochazi k ndhlému zrychleni vyvoje zadnich

koncetin. Vyvoj opét bézi proximodistalné, pletenec dolni koncetiny tedy dosahne své funkce diive
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nez distalni ¢asti. Podpora tlapek a prstt je prvné viditelna 10. az 12. den a 15. den jsou jiz vSechna
mlad’ata schopna udrzet celé své télo zvednuté proti gravitaci. (Altman, Sudarshan, 1975)

Druhy tyden lokomo¢niho vyvoje potkana Ize charakterizovat pojmem crawling, ¢esky plazeni
¢i lezeni. Tento lokomoc¢ni pohyb vychdzi z pivotovani postupnym zapojovanim zadnich koncetin,
jez za¢nou rovnéz vytvaret urity pohon. Nejprve ,,padluji* obdobné jako predni koncetiny v prvnim
tydnu Zivota a mladé se plazi. Zpocatku neni zapojeni piednich a zadnich koncetin vzdy
koordinované, zadni koncetiny obcCas nestaci drzet krok s pfednimi a jsou tazeny v extendované
poloze se spodnimi ¢astmi tlapek sméfujicimi vzhiru. Kolem 11. dne Zivota zacne zvife pokladat
zadni tlapky s roztazenymi prsty na zem, tim se zlepsi opora a miiZze se postupné zacit rozvijet
kvadrupedalni chlize se vzptfimenym trupem. Chtlize je zpocatku opét nezrald, zadni koncetiny jesté
nejsou schopny dlouhodobé drzet krok s hbitymi pfednimi koncetinami, ¢asto uklouznou a jsou
vleGeny v neobratné pozici. (Altman, Sudershan, 1975) S pocatkem lokomoce se vSechny Ctyii
koncetiny piiblizuji k podélné ose téla a opérna baze se zuzuje. (Lelard et al., 2006)

Jak vyplyvé z ptedchdzejiciho textu, zacatkem tretiho tydne jiz vSechna zvitata drzi hlavu
zvednutou od zemé¢, koncetiny jsou schopné kvalitni opérné i fazické funkce a trup je vzpiimen.
Soucasné od konce druhého tydne maji mlad’ata oteviené oci a dostava se jim dalSich senzorickych
podnéti pomoci zraku. To dohromady vede k tomu, Ze zvifata v této dobé chodi jiz v téméf
normdlnim vzoru, obcas pouze s pfehnanym zveddnim zadnich koncetin. Postupné se chlize
zdokonaluje a zrychluje, jiz 16. den je zvife schopno béhu. (Altman, Sudershan, 1975) Zatimco
v klidu ma tvar patete potkana v sagitalni roviné tvar pismene S, pii béhu se patet v celé své délce
extenduje, ¢imz se trup stabilizuje. (Lelard, 2006) Zrani senzomotorického systému vsak jesté neni
zcela ukonceno, jelikoz dle studie Altmana a Sudarshana 19. a 20. den stale neni dosazeno plné
asymptomatické urovné chiize v pifipad¢, ze drsny povrch v open fieldu je nahrazen hladkym.
(Altman, Sudarshan, 1975) Dle Shrinera je chiize dospélého jedince dosazeno mezi P27 a P30, kdy
jesté dochézi k zuzovani opérné baze. Béhem Zzivota potkana se baze obvykle rozsifuje v ptipade
ohroZeni posturalni stability. (Shriner et al., 2009) Clarke pfi své studii na potkanech (190 — 210 g)
zjistil, ze pfi primérné rychlé chizi je doba kontaktu pfednich koncetin s podlozkou asi 4 x delsi, nez
trvani kontaktu zadnich koncetin. To znaci, Ze pfedni koncetiny se vyznamné uplatiuji v ziskavani
taktilnich informaci z terénu. (Clarke, 1995)

Na rozdil od ¢lovéka ma potkan k dispozici ocas, jeZ vyuziva zejména jako stabiliza¢ni prvek.
7. az 10. den zaCina potkan ocas vzpiimovat béhem chiize a pozd¢ji je stabilné nesen lehce nad
podlozkou (mezi 11. a 18. dnem zivota). Pii ztraté rovnovahy se zvife snazi zlepsit stabilitu pomoci

aktivniho Svihnuti ocasem. (Shriner et al., 2009)
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1.4.1.2 Vyvoj senzorickych systémi

Protoze vyvoj senzorickych systému jde ruku v ruce s vyvojem motoriky, jsou jiz nékteré
informace obsaZeny v pfedeslé kapitole. Zde se pokusim piehledn€¢ shrnout zdkladni milniky
senzorického vyvoje.

Pro kvalitni posturu a prostorovou orientaci je nutny senzoricky systém. V dobé jeho nezralosti
nebo pii jeho poskozeni dochazi k nekompletni ¢i neefektivni koordinaci. Pro udrZeni stability jsou
zpracovavany a vyhodnocovany aferentni informace vizualni, proprioceptivni a vestibularni. Finalni
podoba senzorickych systémi je pritomna koncem ttetiho postnatalniho tydne (Brocard et al., 1999).
Cerstvé narozené mladé potkana ma k dispozici pouze olfaktoricky systém, chut’, vestibularni aparat
a zc€asti propriocepci (Clarac et al., 1998). Funkce zadného ze senzorickych systémit ptitomnych po
narozeni vSak neni plné€ vyzrala. V ramci kazdé modality mlad’ata postupné reaguji na vétsi rozsah
(Whishaw, 2004) Olfaktoricky systém funguje jiz v obdobi prenatdlnim, ale po narozeni neni jeSté
zcela vyvinuty. Drobné rozdily pachti zvladaji odlisit az dospé€la zvifata, kterd jiz maji dostatek
granularnich bun¢k. Obdobné je na tom rovnéz ustroji chutové. (Calamandrei, 2004; Clarac et al.,
1998, Wood et al., 2003) Pocatek vyvoje vestibularniho aparatu, vestibularnich jader a ptisluSnych
drah aferentnich i eferentnich je datovan do 8. dne gesta¢niho véku potkana. Po narozeni jsou reakce
vestibularniho systému omezeny jak neuplnou zralosti samotného systému, tak predevsim nezralosti
systému hybného. Vestibularni aparat pln¢ dozraje 2 az 4 tydny po narozeni. (Altman, Sudarshan,
1975; Brocard et al., 1999; Clarac et al., 1998)

Co se tyce sluchu, zevni zvukovody jsou po narozeni uzavieny a oteviraji se 12. den
postnatalniho vyvoje. Od té doby je sluch pln¢ funkéni. (Clarac et al., 1998)

Jak vyplyva z vySe uvedeného, mladé je po narozeni témét slepé, rozliSuje jen svétlo a tmu,
ocni Stérbiny jsou uzavieny a k otevieni dochazi 14. postnatalni den, kdy potkan zachycuje prvni
zrakové vjemy. Do té doby je schopen rozliSovat jen mezi svétlem a tmou. (Altman, Sudarshan, 1975)

Jiz od PO 1ze vyvolat monosynapticky napinaci reflex, dle Brocarda je pfitomny jiz 1 ¢i 2 dny
pted narozenim. (Brocard et al., 1999; Clarac et al., 1998) Proprioceptory a s nimi i napinaci reflex

se postnatalné nadale vyviji, kupfikladu svalova vieténka jsou pIn¢ zrala 12. den po narozeni. (Muir,
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2000) Kozni receptory jsou po narozeni také vyvinuty, avSak spoje mezi aferentnimi vlakny
a centralnimi neurony nejsou dosud zcela zralé. (Brocard et al., 1999)

Zavérem je nutné konstatovat, ze vzajemné porovnavani vyvoje potkana a Cloveéka je sice
mozné, avsak je nutné mit na paméti, Zze u ¢loveéka vyvoj senzoriky predchazi vyvoji motoriky, kdezto

u potkanti je vyvoj senzorickych funkci (napft. zrak a sluch) pomalejsi. (Velisek, 1992)

1.4.1.3 Vyvoj nervového systému

Nervovy systém je v perinatdlnim obdobi u potkana méné zraly, nez ve shodném obdobi
u ¢loveka. (Gramsbergen, 1998) Béhem prvnich 3 tydnt Zivota potkana dochazi k rychlému vyvoji
jeho nervového systému. Obecné vyvoj motorickych dovednosti nasleduje rostrokaudalni gradient
zrani mozkové kury. Proto usta a horni koncetiny dozravaji ¢asnéji, nez kaudalné ulozené dolni
koncetiny.(Whishaw, 2004) Diky tomu, Ze je podrobné popsan vyvoj motorického systému, lze
vyhodnotit, zda nékteré vnitini ¢i zevni vlivy maji vliv na dal$i neurondlni vyvoj a posléze i na vyvoj
motoricky. (Calamandrei, 2004). V ramci postupného zrani CNS se v ontogenezi objevuje nékolik
kritickych etap, které jsou charakterizovany zvySenou nachylnosti k poskozeni. Jedna se zejména o
zmény ve vyvoji axondlnich a dendritickych vétvi, utvafeni synapsi, vyvoji receptorti, iontovych
kanalt aj. (Clarac et al., 1998)

K dozravani jednotlivych nervovych struktur dochazi postupné. Tyden pied narozenim
dozravaji prvni descendentni drahy mezi mozkovym kmenem a michou. Retikularni drahy dosahuji
lumbélni oblasti mezi 15. az 18. embryonalnim dnem. V podobnou dobu dortstd rovnéz draha
vestibulospindlni. Draha rubrospindlni je vyvinuta v den narozeni. Drahy pitednich provazca
dozravaji béhem prvniho tydne po narozeni, kortikospindlni drdha dosahuje bederni michy
6. postnatalni den. (Clarac et al., 2004)

Pocatek neurogeneze ve vétSing kortikdlnich a subkortikdlnich oblastech je u potkana datovan
do 9. embryonalniho dne a pokracuje do 15. dne postnatalniho. U lidi probiha kortikalni neurogeneze
prevazné béhem gestace, ale mize pokracovat az do 2,5 roku véku. (Semple, 2013) Kromé tvorby
novych neuront a jejich diferenciace dochazi v CNS také k synaptogenezi a myelinizaci.

Synaptogeneze se tyka biochemickych a morfologickych zmén, které umoziuji tvorbu synapsi
mezi neurony. U sav¢ich druhli dochéazi nejdiive k nadmérnému vétveni dendritl a axonti, jeZ jsou
nasledné redukovany tésné pfed narozenim o pfiblizn¢ polovinu. Pozd¢ji, kolem puberty, dochéazi

k dalsi redukci bunéénych spoju. Tyto synaptické zmeény se vyskytuji bez vyznamné ztraty neuronti
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a jde o mechanismus umoziujici efektivnéjsi zpracovani informaci, ktery je spolecny pro vétSinu
savcid. (Andersen, 2003)

Myelinizace, neboli obaleni axond nervovych bunék bunikami oligodendrogliovymi a tvorba
myelinu, je nezbytna pro Sifeni a rychlost pfenosu vzruchti v savéim CNS. Proces myelinizace je
postupny a v urcitych oblastech mozku postupuje az do obdobi dospivani. Zaclina v perifernim
nervovém systému, mozkové kmeni a miSe. V mozku postupuje kranialn¢ a ventralné (od laloku
okcipitalniho k ¢elnim). Hlavnim efektem myelinizace a zrychleni postupu akénich potenciall po
axonech je kompenzace prodluzovani perifernich nervi ofi ristu jedince (Semple, 2013)

Podstatny rozdil mezi lidskym mozkem a mozkem potkana je ve velikosti a tvaru neokortexu.
Mozkova kutra potkanti je hladka (lisencefalicka) a ¢ast oznacovana jako neokortex je relativné mala.
Naproti tomu lidsky neokortex je vyznamné vétsi a vyznacuje se gyrifikaci (gyrencefalicky mozek).
Obecné mozkova kiira potkana dosahne 90 % své cilové hmotnosti 20. postnatalni den. Clovék tohoto
procentudlniho vyjadieni dosdhne mezi 2. a 3. rokem zZivota. (Semple, 2013) Kognitivni schopnosti
potkanti se rychle rozvijeji béhem prvnich 3 tydnl Zivota a v mnohych situacich vykazuji v dobé

odstavu kognitivni asociace na urovni dospélého zvitete. (Whishaw, 2004)

1.4.1.4 Pohlavni vyvoj

Domestikovana novorozena mlad’ata vazi kolem 7 g a jsou plné zavisla na péci matky. Poc¢inaje
5. dnem zivota startuje rust srsti, 10. den je jiz celé mlade pokryto srsti, ackoli pln€ vyvinuty dospély
typ srsti mizeme pozorovat az kolem 3. tydne Zivota.

Mlad’ata jsou ihned po narozeni kojena. Kontakt nutny pro kojeni je realizovan za pomoci
olfaktorického systému, to znaci napiiklad fakt, Ze anosmickd mlad’ata kojena nejsou. Ve velmi
blizkém kontaktu s télem matky setrvavaji mladata od PO do P15. V pfirodnich podminkéach
v brzkém véku mlad’ata nepiijimaji matefské mléko do pocitu sytosti, nybrz spotiebuji veskeré
mléko, které je dostupné. Ve volné prirod¢ prestavaji mlad’ata potkana pfijimat mateiské mléko po
14 az 34 dnech po narozeni a toto jednani znaci dosazeni nezavislosti. V chovech a v laboratornich
podminkach jsou mlad’ata odstavovana 21. den zivota. (Whishaw, 2004)

V tomto obdobi musi byt zvife schopné zejména vyhnout se predatorim a nalézt potravu. Jde
rovnéZz o pocateéni obdobi sexualniho zrani, které je u samic dokonceno mezi 32. a 34. dnem
a U samct mezi 45. a 48. dnem. K pareni dochazi prvn¢ kolem 41. az 45. postnatalniho dne zivota.

Dozrani sexuélniho systému znac¢i nastup adolescentniho obdobi. Toto obdobi je charakteristické také
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tim, Ze zvitata zvySené riskuji a Cetnost bojli mezi sourozenci, jako formy socialni hry, dosahuje svého

vrcholu. Jako dospélé lze zvife oznadit po 8. tydnu zivota. (McCutcheon 2009; Whishaw, 2004)

1.4.2 Behavioralni studie

Behavioralni studie jsou jednou z moznosti vySetifovani zmén v mozku po jeho poranéni ¢i po
vystaveni se chemickym latkdm. Pfi hledani odchylek je vzdy nutné znat normalni vyvoj a prvky
chovani, tzn. mit normu, podle které se Ize fidit. V laboratornich podminkéch jsou studovany oblasti
chovani, které zahrnuji senzomotorické zpracovani, spontanni aktivitu, lokomoci, emocionalitu,
uceni, pamét’ a socialni i matef'ské chovani. (Vales, Kubik, 2011) V této diplomové praci se zabyvam

predevsim motorickym vyvojem a jeho piipadnym ovlivnénim chemickou latkou.
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2 CILE A HYPOTEZY

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda ma opakované podani (ve véku P7 — P11)
antagonisty AMPA receptoru vliv na vyvoj motoriky laboratorniho potkana. Byla pouzita latka
s nazvem IEM 1460, jez by mohla byt vékove specifickym antiepileptikem vyuzitelnym v budoucnu

Vv 1é¢bé epilepsie u détskych pacientt.
Hypotézy jsme stanovili ndsledovné.

HO1: Latka IEM 1460 ovlivni spontanni lokomoci (testovanou v open fieldu).

HA1: Latka IEM 1460 neovlivni spontanni lokomoci.

HO02: Latka IEM 1460 ovlivni motorickou vykonnost.
HAZ2: Latka IEM 1460 neovlivni motorickou vykonnost.

HO03: Uginek IEM 1460 na motoriku je vyrazn&jsi u mladsich zvifat.

HA3: Utinek IEM 1460 na motoriku neni vyrazngjsi u mladgich zvitat.
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3 METODIKA

3.1 Metodika vyzkumné ¢asti prace

Pro vyzkum bylo pouzito 30 mlad’at potkana (samcti) kmene Wistar. Zvitata pochazela z chovu
Fyziologického tistavu Akademie véd CR. Mlad’ata byla rozd&lena do 3 skupin, kde 10 zvifat tvofilo
kontrolni skupinu, které byl aplikovan fyziologicky roztok, 10 zvifat dostalo davku 3 mg/kg latky
IEM 1460 a 10 zvitat davku 10 mg/kg IEM 1460. V kazdém testovaném vrhu deseti zvitfat byly
zastoupeny vSechny tfi zminéné skupiny. Latky byly mlad’atlim aplikovany opakované v péti po sobé
nasledujicich dnech (P7 az P11). IEM 1460 rozpousténa ve vodé v koncentraci 5 mg/l ml byla
podavana intraperitonealn¢ v davce 3 nebo 10 mg/kg. Kontrolni zvitata dostavala fyziologicky roztok
V objemu odpovidajicim vyssi davce IEM 1460, t.j. 2 ml/kg. Injekce byly podavany vzdy ve stejnou
denni dobu, aby byl zachovan rozestup 24 hodin mezi jednotlivymi aplikacemi. Zvifata byla
opakované testovana ve véku P12, P15, P18, P21, P25, P31 a P60. B&hem testovani byla zvitata
umisténa v behavioralni laboratofi ve standartni kleci spole¢né s matkou a sourozenci (ve véku P12,
P15, P18 a P21) ¢i pouze se sourozenci (ve véku P25, P31 a P60). Ve zbylé dob¢, mimo testovani,
byla zvifata umisténa ve zvétinci se stalou teplotou 24°C (+ 1°C), relativni vlhkosti vzduchu 60 % (+
5 %) a stfidanim svétla a tmy po 12 hodinach. Voda a potrava byla zvitatim k dispozici ad libitum,

vyjma doby testovani.

3.1.1 Testovani

Testovani probihalo vzdy ve stejnou denni dobu v 7 vybranych postnatalnich dnech véku zvirat
(P12, P15, P18, P21, P25, P31 a P60). Vybrali jsme fadu testl, pfi¢emz ne vSechny vybrané testy
bylo mozné pouzit v kazdém veéku zvitete (vybér zohledniuje aktualni stupent vyvoje). Jmenovité se
jedna o nasledujici testy — open field, righting reflex, negativni geotaxe, horizontalni hrazda, svisly

zebtik, pravidelny a nepravidelny horizontalni Zebiik a rotarod test. Pomérné Siroka Skéla testl
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umoziuje zachytit rizné aspekty motorického chovéani zvifete. Jednotlivé testy budou popsany
podrobnéji, viz dale.

Analyza pohybu je jednim z hlavnich aspektli vySetiovani chovani. Pozorovanim a analyzou
n¢kterych pohybli mizeme posoudit poskozeni pohybového ustroji, poSkozeni mozku, vliv 1€ku na

pohyb a dalsi. (Obradovic et al., 2013)

o L . . | Pravidelny | Nepravidelny
Open Rightin | Negativni Bar Svisly o o
] ) horizontalni horizontalni | Rotarod
field g reflex | geotaxe | holding | zebfik
zebrik zebrik
P12 + + + +
P15 + + + + +
P18 + + + +
P21 + + + + +
P25 + + + + +
P31 + + + + +
P60 + + + + + +

Tabulka 1. PouZité testy u jednotlivych vékovych skupin (zdroj: vlastni)

3.1.1.1 Open field (OF)

Testovani v open fieldu s naslednym zhodnocenim je povazovano za nejjednodussi test pro
hodnoceni spontdnni motoriky. (Brooks, Dunnet, 2009) Existuje mnoho druhi arén vhodnych
k testovani hlodavct. Pro tuto diplomovou praci byla zvolena Ctvercova aréna o rozmérech
50 x 50 cm a vySce stén 25 cm. Zvirata byla umisténa doprostied arény a poté se mohla volné
pohybovat. Jejich méfeny pobyt v aréné trval 5 minut a mezi jednotlivymi zvitaty byla aréna vzdy
vyCisténa, aby nebyly pfitomny pachové stopy. VSechna zvifata byla nahravana na kameru. Zdznamy
byly poté vyhodnoceny pomoci programu EthoVision®. K vyhodnoceni byly vybrany celkem tii
parametry, jmenovité primérna rychlost pohybu potkana, vzdalenost, jez béhem pobytu v OF ub¢hl
a Cas, straveny v centru arény. Motoricky pohyb jsme tedy hodnotili vyhradné kvantitativng.
Dle vysledk I1ze poté posuzovat spontanni motoricky projev, prizkumné usili zvifete a miru anxiety,
coz spolu vzajemné uzce souvisi. Pro moznost hodnoceni vyse zminéného je nutné znat fyziologicky

projev zvitete v OF. Po vloZeni zvitfete do stiedu open fieldu dojde typicky k nésledujicimu — zvite
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bezi ke sténe, prozkoumava prostor po obvodu arény, po uréité¢ dobé se adaptuje na nové prostiedi

a snizi se mira jeho tuzkosti, diky ¢emuz se odvazi vydat zpét do centra arény. (Brooks, Dunnet, 2009)

3.1.1.2 Righting test

Righting test spolu s testem negativni geotaxe podavaji, pomoci projevii motoriky, informace
0 stupni a stavu vyvoje nervové soustavy. Dle Woodworthové jsou fazeny mezi tzv. neurologické
testy. (Woodworth et al., 2011)

Pti testovani tohoto reflexu se zvife polozi na podlozku do supinacni pozice a méfi se Cas, za
ktery se ptetoci do pozice pronac¢ni. Pomoci tohoto testu hodnotime vzptimovaci mechanismy, které
jsou u potkana pfitomny ihned po narozeni a v prvnich dnech postnatalniho obdobi se dale vyvijeji.
Co do rychlosti reakce nedochazi béhem vyvoje k vyraznym zméndm, méni se vSak kvalitativni
provedeni otocky. V prvnich nékolika postnatalnich dnech zivota iniciuje ptetoceni téla rotace hlavy,
pozdéji, asi ve véku P13 se mladé toc¢i pomoci vSech koncetin. Schopnost koordinované otocky téla

souvisi s dosazenim zralého vzoru stoje a chiize. (Altman, Sudarshan, 1975)

3.1.1.3 Negativni geotaxe

K provedeni testu negativni geotaxe je zapotiebi naklonéna rovina, typicky s thlem sklonu 25°.
Pti testu je zvife polozeno na naklonénou rovinu hlavou dol a méfi se Cas, za ktery se zvife otoci
0 180° tak, aby hlava byla vySe nez t€lo. Tento test jsme vyuZili pouze u mlad’at ve véku P12 a P15,

jelikoz starsi zvitata z naklonéné roviny utikala pry¢ a nebylo mozné test provést.

3.1.1.4 Bar holding test

Pfi tomto testu je potkan zavésen za predni koncetiny na vodorovnou dievénou ty¢ o pruméru
10 mm. Vyska horizontalni hrazdy ¢ini 27 cm. Pod hrazdou je umisténa nadoba s molitanem, aby

nedoslo ke zranéni zvitat. Test hodnoti pievazné svalovou silu pfednich koncetin, tedy jak dlouho je

40



zvite schopno se na hrazd¢ udrzet, eventudlné zda se dokdze za pomoci zejména zadnich koncetin,
ale v podstaté celého téla, dostat nahoru na hrazdu. Casovy limit pro tento test byl 60 sekund.

Dle Altmana a Sudarshana jsou néktera zvifata schopna se poprvé vyhoupnout na hrazdu
11. postnatalni den zivota. U vSech jedinct se tato dovednost objevuje ve véku P21. (Altman,

Sudarshan, 1975)

3.1.1.5 Svisly Zebtik

Provedeni tohoto testu spociva v umisténi zvifete na zacatek svislého zebiiku (spodni Cast)
a méfeni Casu, za ktery zvife vyleze nahoru na jeho konec. Na horni ¢asti Zebtiku se nachdzi ploSina,
kde byla béhem testovani umisténa plastova nadoba s minimalné dvéma sourozenci pro zvySeni

motivace testovaného zvifete. Casovy limit pro splnéni testu byl op&t 60 sekund.

3.1.1.6 Horizontalni zebiik

Chtize, eventualné b¢h, po horizontalnim Zzebiiku testuje koordinaci pfednich a zadnich
koncetin. Tento test jsme zatadili u zvifat ve véku P21 a starSich, jelikoz pro jeho zvladnuti je nutna
zrakova kontrola a aktivita kortikospinalnich a rubrospinalnich drah, jez dozravaji mezi 15. az 18.
postnatalnich dnem Zivota. (Cummings et al., 2007; Muir, 2000).

Test chlize na horizontalnim Zebfiku obvykle obsahuje dvé varianty, chlzi po Zzebtiku
pravidelném a nepravidelném. V této diplomové praci byly vyuzity obé varianty. Zebiiky byly dlouhé
90 cm s rozestupem pficek 2 cm u pravidelného zebiiku a 1 —4 cm u zebtfiku nepravidelného.
Testovani probihalo nejdfive na Zebiiku pravidelném a poté na nepravidelném. Z tohoto diivodu je
vysledek na nepravidelném zebiiku obvykle lepsi, tj. krats$i ¢as a méné chyb, piestoze nepravidelny
zebiik klade na koordinaci pohybu vyssi naroky.

Horizontalni zebtik obklopuji 2 stény z plexiskla, jejichz vzdalenost 1ze regulovat dle aktuélni
velikosti zvitat. Je vhodné, aby Sitka prichodu odpovidala velikosti zvitat, a ta se béhem testu nem¢la
tendenci na Zebiiku otécet. I pfes toto opatieni se zvifeti nékdy podaii smér zmeénit nebo se zastavi
a pokus v daném ¢asovém limitu nedokon¢i.

Test probiha nasledujicim zptsobem. Mlad¢ je vlozeno na zacatek zebiiku, na jehoz konci je
umisténa nadoba se sourozenci za U€elem zvySené motivace zvifete zebiik prejit a dostat se tak

k sourozenctim. M¢&fi se doba, za kterou zvife zebiik piejde a pocet chyb, které béhem chiize ud¢la.
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Za chybu je povazovano proslapnuti tlapkou do prazdna, tj. mimo pti¢ky zebiiku nebo sklouznuti

koncetiny pod uroven pticek. Maximalni ¢as, vyhrazeny pro splnéni testu, je 60 sekund.

3.1.1.7 Chuze na rotarodu

Rotarod je zafizeni, jehoZ zékladnim prvkem je rotujici vélec s protiskluzovou upravou
a nastavitelnou rychlosti rotace. Zvife, umisténé na toto zafizeni, je nuceno se neustile pohybovat
smérem vpied, aby z valce nespadlo. Je méfen Cas, jak dlouho se zvife na valci udrzi. Pro tento test
jsme opét vyhradili maximalni ¢as testovani 60 sekund. Kazdé zvife absolvovalo test ve dvou

variantach — pii rychlostech 15 ota¢ek/min a 20 otacek/min.

3.1.2 Statistické zpracovani dat

Data ziskana pfi testovani provokované motoriky byla podrobena statistické analyze pomoci
softwaru SigmaStat®. Video zdznamy testu Open field byly nejprve hodnoceny v programu
EthoVision® a vzesla data byla posléze rovnéz zpracovana programem SigmaStat®. Pro srovnavani
kontrol a skupin se dvéma davkami byla pouzita jednosmérna analyza rozptylu — one way ANOVA.
Pro hodnoceni vyvojovych zmén byla pouzita ANOVA pro opakované¢ méeieni (RM ANOVA).
V obou piipadech jsme nasledné srovnavali rozdily mezi dvéma skupinami pomoci Holm-Sidakova
testu. Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na 5 % (P<0,05). Veskera statisticka data byla

nasledné graficky zpracovana v programu SigmaPlot®.
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4 VYSLEDKY

Mozné ucinky latky IEM1460 jsou znazornény vzdy na barevnych grafech (dvé davky jsou
odliseny riiznou intenzitou barev). Sedivé grafy znazorfiuji vysledky, které nebyly prvotnim Gdelem
nasi studie a pouze potvrzuji vyvoj motoriky popsany jiz v predchazejicich diplomovych pracich.

Proto nejsou vyznaceny signifikantni rozdily.

4.1 Open field test

Smyslem tohoto testu je zaznamenat a posléze vyhodnotit spontanni motoriku zvifete a hodnotit
rovnéZ miru jeho Gzkosti. Pro zvife je pfirozené vyhnout se jasné osvétlenému stiedu arény, na druhou
stranu vSak ma tendenci prozkoumavat nové prostiedi. (Gates et al., 2011) Test Open field jsme
provadéli u vSech vékovych skupin (P12, P15, P18, P21, P25, P31, P60). V testu jsme hodnotili
nasledujici parametry — primérnou rychlost pohybu, vzdalenost, jez zvife ub&hlo, pofet navstév

stfedu arény a Cas straveny ve stfedu arény.

4.1.1 Pramérna rychlost pohybu

P11 srovnani skupin dle davky nalézame signifikantni rozdil oproti kontroldm u mlad’at ve véku
P21 pro obé skupiny (s davkou 3 mg/kgi 10 mg/kg) a P25 u mlédd’at s ddvkou 3 mg/kg latky. V téchto
ptipadech je primérna dosazena rychlost zvifat vyrazn¢ nizsi. (obrazek 5) Pii srovnani skupin dle
véku ocekavame se zvySujicim se vékem 1 zvysujici se priméernou rychlost. To vSak, dle naSich
vysledk, ne zcela plati. Vymyka se ptedevsim, jiz zmifiovana, skupina s davkou 3 mg/kg, u které na
grafickém zpracovani nepozorujeme linearni nartst rychlosti se zvySujicim se vékem. (obrazek 6)

Konkrétni namétené hodnoty jsou pro Uplnost rozepsany v nasledujicich odstavcich. Timto
zpisobem budou popsdny i1 nasledujici testy, viz déle. Primérna rychlost je zaznamenana

V jednotkach cm/s.

P12: primérna rychlost kontrolnich mlad’at dosahla hodnoty 2,929 + 0,672 cm/s, rychlost
mlad’at s davkou 3 mg/kg byla primérné 3,756 + 0,736 cm/s a skupina s davkou 10 mg/kg
dosahla hodnoty 1,821 + 0,407 cm/s. Piesto, ze u mlad’at s davkou 10 mg/kg vidime tendenci
Kk pomalejsimu pohybu pifi spontanni motorice, diky pomérné velkym stfednim chybam

primeéru nezaznamenavame signifikantni rozdil.
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P15: priimér kontrol této vékové kategorie Cinil 3,111 + 0,588 cm/s, u mlad’at s davkou latky
IEM 1460 3 mg/kg byla priimérna rychlost 4,645 + 0,842 cm/s, a u skupiny s davkou 10 mg/kg

jsme vypocitali primérnou rychlost 3,379 + 0,765 cm/s.

P18: v této veékové kategorii dosahla kontrolni skupina rychlosti v priméru 3,716 £+ 0,787 cm/s,
skupina s davkou 3 mg/kg 4,628 + 0,553 cm/s a posledni skupina s davkou 10 mg/kg 2,886 +
0,704 cm/s. Stejné jako u mladat ve véku P12 a P15 zde vidime tendenci skupiny s davkou
3 mg/kg k rychlejsimu pohybu oproti kontrolni skuping.

P21: kontrolni skupina méla primérnou rychlost pohybu v Open fieldu 4,738 + 0,444 cm/s,
prumér skupiny s davkou 3 mg/kg byl 3,495 + 0,367 cm/s a primér skupiny 10 mg/kg 3,443 +
0,415 cm/s.

P25: kontrolni skupina dosédhla rychlosti 5,421 + 0,474 cm/s, skupina s davkou 3 mg/kg méla
primérnou rychlost 3,423 + 0,432 cm/s a primérna rychlost zvifat s davkou 10 mg/kg byla
4,184 0,571 cm/s.

P31: vysledky predposledni vékové kategorie jsou nasledujici — kontroly 4,210 + 0,536 cm/s,
3mg/kg 4,187 + 0,462 cm/s a 10 mg/kg 3,540 + 0,395 cm/s.

P60: primérna rychlost kontrolnich zvirat u 60dennich zvitat je 5,749 + 0,655 cm/s. Zvitata
s davkou 3 mg/kg se pohybovala rychlosti 5,523 + 0,791 cm/s a zvifata s davkou 10 mg/kg
rychlosti 5,302 + 0,555 cm/s. U této ve€kové kategorie zaznamenavame obdobné vysledky mezi

jednotlivymi skupinami (kontroly, 3 mg/kg, 10 mg/kg).
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Obrazek 5. Primérna rychlost pohybu v testu Open field. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 dle
aplikovanych davek. Hvézdicky zna¢i statisticky rozdil proti kontrolim.
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Obrizek 6. Priumérna rychlost pohybu v testu Open fieldu. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 na
jednotlivé vékové kategorie.

4.1.2 Ubéhnuta vzdalenost

Pii srovnani skupin dle davky vidime u zvifat ve v€ku P21 a P25 vyznamnou podobnost
s grafem ,,velocity®. (obrazek 5) Stejné jako u praimérné rychlosti, nalézame opét signifikantni rozdil
oproti kontrolam u mlad’at ve véku P21 pro obé skupiny (s davkou 3 mg/kg i 10 mg/kg) a ve véku

P25 u mlad’at s davkou 3 mg/kg latky ve smyslu dosazeni kratsi vzdalenosti. (obrazek 7) Zajimavé
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je, ze ub&hnuta vzdalenost mlad’at od véku P12 az do P18 je téméf stabilni, bez o¢ekavaného nartstu,
coz je viditelné zejména u skupiny s davkou 10 mg/kg, kde hodnota dosazené vzdalenosti osciluje
kolem 500 cm. (obrazek 7, obrazek 8) Dalsi zajimavosti je skokovy narist vzdalenosti u kontrolni
skupiny mezi vékem P18 a P21, ktery dosahuje pfiblizné 600 cm. (obrazek 7) | s ohledem na rychlost
pohybu se, dle nasich vysledku, jevi jako nejaktivnéj$i mlad’ata kontrolni skupiny ve véku P25.

Ubé¢hnuta vzdalenost je zaznamenana v centimetrech.

P12:kontrolni mlad’ata dosahla primérné vzdalenosti 760,884 + 178,654 cm, zaznamenana
vzdalenost skupiny s davkou 3 mg/kg byla 933,021 + 187,202 cm a skupiny s davkou 10 mg/kg
518,927 +£ 113,951 cm.

P15: mlad’ata této v€kové kategorie dosahla nasledujicich vysledkii — kontroly 678,996 +
95,457 cm, 3 mg/kg 881,813 + 113,064 cm a 10 mg/kg 504,505 £ 117,972 cm.

P18: kontroly zdolaly primérnou vzdalenost 808,713 + 174,420 cm, mlad’ata s ddvkou 3 mg/kg
899,108 + 113,064 cm a mlad’ata s davkou 10 mg/kg ubéhla 542,077 £ 119,979 cm.

P21: vzdalenost ubcéhnutd kontrolni skupinou byla 1410,433 + 130,84 cm. Primérné
vzdalenosti skupin s aplikovanou latkou IEM 1460 byly niZ$i, a byl zde popsan signifikantni
rozdil, viz vySe. Konkrétn¢ zvitata s davkou 3 mg/kg ub&hla 1039,045 + 107,291 cm a zvitata
s davkou 10 mg/kg 1023,186 + 123,221 cm.

P25: naméfené prumérné hodnoty této vékové kategorie jsou nasledujici — kontroly 1616,136
+ 139,929 cm, zvitata s davkou 3 mg/kg 1020,710 £ 127,307 cm a posledni skupina s davkou
10 mg/kg 1243,887 £ 170,187 cm. Signifikantni je rozdil mezi kontrolni skupinou a skupinou
s davkou 3 mg/kg, viz vyse.

P31: kontrolni skupina ub&hla 1240,496 + 154,149 cm, skupina s davkou 3 mg/kg 1246,832 +
136,593 cm a skupina s davkou 10 mg/kg 1052,548 + 116,843 cm.

P60: kontrolni zvitata posledni méfené¢ vékové kategorie dosahla v priméru vzdalenosti
1470,107 £ 117,721 cm, skupina s davkou 3 mg/kg 1477,815 £ 172,517 cm a posledni skupina
s davkou 10 mg/kg ubéhla 1419,505 + 101,320 cm.
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Obrazek 7. Primérna dosaZena vzdalenost v testu Open field. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 dle
aplikovanych davek. Hvézdicky zna¢i statisticky rozdil proti kontrolam.
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Obrizek 8. Priumérna dosaZena vzdalenost v testu Open field. Zpracovani grafu — efekt laitky IEM 1460 na

jednotlivé vékové kategorie.

4.1.3 Pocet navstév stiredu Open fieldu

Pti srovnani dle davky jsme nalezli rozdil u 18dennich mlad’at, kdy skupina s ddvkou 10 mg/kg
dosahla signifikantné niz§iho poctu navstév stiedu Open fieldu s porovnanim s kontrolni skupinou
i skupinou s davkou 3 mg/kg. (obrazek 9) Od véku P15 do P25, kdy byla testovana zvifata nejvice

aktivitni, 1ze pozorovat postupny nartist poctu navstév stfedu arény. Primérné hodnoty u mlad’at ve
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véku P12 jsou vyssi, coz ptikladdme faktu, Ze mlad’ata v tomto veku jesté nemaji oteviené oci a jejich
orientace v prostoru je horsi. (obrazek 9) Pii srovnani dle véku vidime u vSech skupin (kontroly,
3mg/kg, 10 mg/kg) vyrazné nizsi hodnoty u 15dennich mlad’at. U skupiny s davkou 10 mg vidime
vyznamng niz§i pocet navstév sttedu OF u mlad’at ve véku P18. (obrazek 10)

Jelikoz se jedna o prosty pocet, jsou nasledujici uvedené hodnoty bezjednotkové.

P12: konkrétni hodnota priméru poc¢tu navstév sttedu u kontrolnich mlad’at je 11,100 + 2,121.
Mlad’ata s davkou 3 mg/kg navstivila stted OF v praiméru 15,222x + 3,737x. Posledni skupina
s davkou 10 mg/kg dosahla vysledku 8,600 = 1,939.

P15: pocet navstév sttedu u kontrol byl 5,900 + 1,197, u mlad’at s ddvkou 3 mg/kg 6,800 +
1,236 a u mlad’at s davkou 10 mg/kg 4,200 + 0,929.

P18: primérna hodnota u kontrolnich mlad’at je 8,400 + 2,424. Mlad’ata s davkou 3 mg/kg
navstivila stted primérné 9,600x + 2,381x a mlad’ata s davkou 10 mg/kg 3,800% + 0,680x.

P21: naméfeny pramérny pocet navstév stiedu u kontrolni skupiny této vékové kategorie byl
13,600 £ 3,177, u skupiny s davkou 3 mg/kg 10,800 + 2,498 a u skupiny s davkou 10 mg/kg
8,900 + 2,084.

P25: kontrolni zvifata méla primér 17,100 £ 3,424, zvifata s davkou 3 mg/kg 9,300 + 3,439
a posledni skupina s davkou 10 mg/kg 12,700 + 3,030.

P31: pfedposledni vékova kategorie méla nasledujici vysledky — kontroly 12,300 + 2,777,
zvitata s davkou 3 mg/kg 11,100 £ 3,020 a zvitata s davkou 10 mg/kg 7,500 + 2,400.

P60: 60denni kontrolni zvifata navstivila stted OF v priméru 14,600x + 3,775%. U skupiny

s davkou 3 mg/kg jsme naméftili vysledek 12,800+ 2,230 a u skupiny s davkou 10 mg/kg 13,800
+2,969.
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Obrazek 9. Primérny pocet navstév stfedu Open fieldu. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 dle
aplikovanych davek. Hvézdicky zna¢i statisticky rozdil.
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Obrizek 10. Priimérny pocet navstév stfedu Open fieldu. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 na jednotlivé
vékové kategorie.

4.14 Cas straveny ve stiedu Open fieldu

U mléad’at ve véku P12 vidime ve vSech skupinach (kontroly, davka 3 mg/kg, davka 10 mg/kg)
vys$i hodnoty a vyrazné rozptyly, tj. vysoké stfedni chyby priiméru, jez mohou opét znacit horsi
orientaci v prostoru, kvtli nevyvinutému zrakovému systému. Od doby, kdy jiz zvitata vidi, se ¢asy
mezi jednotlivymi vékovymi kategoriemi ptili$ nelisi, coz ukazuje, Ze se zvifata pfirozené ve stfedu
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v v

obrazek 12)

Ve vékove kategorii P15 nachazime u skupiny s davkou 3 mg/kg i 10 mg/kg signifikantné nizsi
vysledek, nez u kontrolni skupiny, mlad’ata s aplikovanou latkou IEM 1460 tedy ve stiedu OF stravila
kratsi dobu, coz miize ukazovat na mirné snizeni prahu uzkosti. U mlad’at s ddvkou 10 mg/kg vidime
obdobny vysledek i ve véku P18. V pozd&jsim véku jiZ tento jev nepozorujeme. (obrazek 11) Cas

straveny ve stfedu arény byl méfen v sekundach.

P12: kontrolni zvifata této vékové kategorie stravila ve sttedu OF v priméru 97,780 s + 36,054
s. U mlad’at s davkou 3 mg/kg jsme namétili praimérny cas 52,680 s + 17,704 s, a u mlad’at
s davkou 10 mg/kg 56,520 s + 26,542 s. Jak bylo uvedeno vyse, u této vékové kategorie byly

naméieny jednoznacné nejdelsi asy a vysledky obsahuji vyrazné rozptyly.

P15: kontrolni zvifata se zdrzovala ve stiedu arény v praiméru 51,440 s + 12,690 s, mlad’ata
s aplikovanou latkou v davce 3 mg/kg 24,860 s + 7,867 s, a posledni skupina s davkou 10 mg/kg
24,180 s + 4,132 s.

P18: hodnoty u 18dennich mlad’at jsou nasledujici — kontroly 20,780 s + 6,650 s, mlad’ata
s davkou 3 mg/kg 38,120 s + 10,804 s, mlad’ata s davkou 10 mg/kg 8,900 s + 1,496 s.

P21: kontroly stravily ve stiedu OF v praméru 28,050 s £ 7,907 s. Zvitata s ddvkou 3 mg/kg se
ve stiedu arény zdrzovala po dobu 29,580 s + 5,670 s a zvitata s davkou 10 mg/kg 39,600 s +
12,688 s.

P25: u kontrolni skupiny jsme zaznamenali primérny ¢as 43,050 s + 10,022 s. Skupina zvitat
s davkou 3 mg/kg mé¢la primérny ¢as 33,160 s = 14,113 s, a skupina s davkou 10 mg/kg 47,880
s+ 14,396 s.

P31: kontrolni skupina stravila ve sttedu Open fieldu v priméru 23,600 s + 8,811 s, skupina
zvifat s davkou 3 mg/kg tam stravila 28,240 s + 9,059 s a skupina s davkou 10 mg/kg 15,620 s
+ 6,758 s.
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P60: u nejstarsi testované vékové kategorie jsme zaznamenali tyto Casy — kontroly 27,404 s +
7,713 s, zvitata s davkou 3 mg/kg 19,368 s + 4,080 s, a zvifata s davkou 10 mg/kg 21,408 s +
5,915s.
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Obrazek 11. Primérny ¢as, straveny ve stiedu Open fieldu. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 dle
aplikovanych davek. Hvézdicky zna¢i statisticky rozdil proti kontrolam.
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Obrazek 12. Priumérny c¢as, straveny ve stiedu Open fieldu. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 na
jednotlivé vékové kategorie.
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4.2 Righting reflex

Pti tomto testu bylo zvife poloZeno v supinaéni poloze na podlozku a méfili jsme Cas, za ktery
se otoCilo do pronace, tedy ze zad na vSechny c¢tyfi koncetiny. VSechna zvitfata ve vSech vékovych
skupinéch, se oto€ila v intervalu 1 s. Star$i zvifata méla tendenci se pietacet jesté pred uloZenim na
podlozku. Nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi zvitaty, kterym byla aplikovana latka IEM

1460 a kontrolni skupinou.

4.3 Negativni geotaxe

V tomto testu je zvife uloZzeno na naklonénou rovinu hlavou dold a je métfena doba, za kterou
se preto¢i do polohy hlavou nahoru. Tento test jsme méfili pouze u mlad’at ve véku P12 a P15, jelikoz
star$i mlad’ata z naklonéné roviny utikala a nebylo mozné test provést. U testu negativni geotaxe
nenachazime Zadny statisticky vyznamny rozdil v naméfenych ¢asech mezi kontrolni skupinou
a skupinami s latkou IEM 1460. (obrazek 13) Pii porovnani jednotlivych vékovych kategorii se
potvrdil ptedpoklad, Ze vzhledem k ontogenickému vyvoji motorického, vestibularniho a dalsich

systému, dochazi se vzristajicim vékem k vyznamnému zrychlovani reakce. (obrazek 14)

P12: mlad’ata z kontrolni skupiny se ptetoCily v priméru za 10,700 £ 1,693 s. Mlad’ata s davkou
3 mg/kg zvladla pretoceni v priiméru za 8.400 + 1.851 s. Vysledky posledni skupiny s davkou
10 mg/kg byly obdobné, zvitata dokoncila test v priiméru za 8.600 = 1.655 s.

P15: V této vékové skupiné se kontrolni mlad’ata pretocila v priméru za 3.000 £ 0.667 s.
Mlad’ata s davkou 3 mg/kg provedla otocku primérné v ¢ase 4.800 + 0.800 s, a posledni skupina
s davkou 10 mg/kg v €ase 5.900 £+ 1.969 s. U 15dennich zvifat mizeme, se zvysujici se davkou
latky IEM 1460, pozorovat tendenci ke zpomalovani reakce pii testu negativni geotaxe,

signifikantni rozdil v§ak nenachazime.
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Obrazek 13. Rychlost oto¢eni zviiat v testu negativni geotaxe. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 dle
aplikovanych davek.

Negative geotaxis

I 12 days
12 [/ 15 days

10 -

C 3 10 mg/kg

Obrizek 14. Rychlost otoceni zvifat v testu negativni geotaxe. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 na
jednotlivé vékové kategorie.

4.4 Horizontalni hrazda

Horizontalni hrazda neboli Bar holding test je test hodnotici zejména svalovou silu prednich

koncetin. Pro potkany je strach z vysky ptirozeny, predpokladame tedy snahu udrzet se co nejdéle.
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Dalsim ptedpokladem je, Ze ¢im je mlade stars$i, tim siln€j$i bude jeho uchop a tedy i delsi doba, po
kterou se zvife na hrazdé udrzi.

Pro Bar holding test jsme stanovili horni ¢asovou hranici 60 sekund a test jsme zafadili pro
vSechny testované vékové skupiny, tedy od P12 az po P60. Schopnost zvitat se vytahnout na hrazdu
se poprvé objevila u 18dennich mlad’at. Rovnéz dosazeni maximalniho ¢asu 60 sekund jsme poprvé
registrovali u mlad’at ve véku P18. Dle vysledk vidime, Ze narust ¢asu, po ktery se zvifata na hrazdé
udrzi, ustava ve véku P25 a ve véku P60 jsou Casy zvifat srovnatelné s 15dennimi zvitaty. (obrazek
15, obrazek 16) Nejedna se ovSem o snizeni svalové sily pfednich konéetin ¢i ztratu obav z padu.
Dtivodem je nedostatecna vyska hrazdy a zvifata tudiz od urcitého véku dosdhnout ocasem na
podlozku a pusti se. U tohoto testu nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi

jednotlivymi skupinami zvifat.

P12: kontrolni skupina se na hrazd€ udrzela v praiméru 6,900 s £ 2,046. Skupina s davkou
3 mg/kg dosahla vysledku v priméru 4,500 s + 0,637 s a skupina s davkou 10 mg/kg 10,200 s
+ 4,030 s. Zadné ze zvifat ve véku P12 se na hrazdé neudrZelo celou jednu minutu, ani

nedokazalo na hrazdu vylézt.

P15: kontroly se na hrazd¢ udrzely v priméru 10,400 s + 3,357 s, mlad’ata s davkou 3 mg/kg
12,600 s &+ 2,794 s a mlad’ata s davkou 10 mg/kg 8,000 s + 2,616 s. U 15dennich mlad’at jsme,
stejné jako u 12dennich, nezaznamenali zddné zvite, jemuz se povedlo vylézt nahoru na hrazdu

¢i udrzet se na hrazde¢ celych 60 sekund.

P18: primér kontrol byl 29,000 s + 7,186 s a Vv této skupiné 4 mladata z 10 dokazala vylézt
nahoru na hrazdu, primér mlad’at s davkou 3 mg/kg €inil 21,600 s + 5,883 s a vylézt na hrazdu
dokazala 2 mlad’ata, primér posledni skupiny s davkou 10 mg/kg byl 24,300 s + 7,976 s a na
hrazdu vylezla opét 2 mlad’ata z 10.

P21: kontrolni mlad’ata této v€kové skupiny vydrZela na hrazd€ primérné 31,500 s + 7,566 s,

skupina s davkou 3 mg/kg 42,200 s + 7,438 s a posledni skupina s davkou 10 mg/kg méla

prumérny cas 42,100 s = 7,382 s. Maximalniho Casu dosahla celkem polovina testovanych
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mlad’at, konkrétné 3 mladd’ata z kontrolni skupiny, 6 s davkou 3 mg/kg a 6 s ddvkou 10 mg/kg.

Na hrazdu se zvladlo vyhoupnout pouze jedno mladé a to ze skupiny s davkou 10 mg/kg.

P25: pramér kontrol byl 31,700 s = 7,210 s, pramér skupiny s davkou 3 mg/kg se rovnal 40,000
s + 6,564 a skupiny s davkou 10 mg/kg 40,800 s £ 6,492 s. Maximalni ¢as 60 sekund byl
zapocitan u tfetiny mlad’at, konkrétné u 3 z kontrolni skupiny, 4 ze skupiny s davkou 3 mg/kg
a 3 ze skupiny 10 mg/kg. Na hrazdu se dokazala vyhoupnout 4 mlad’ata (1x kontrola, 1x 3
mg/kg a 2x 10 mg/kg). V porovnani s vékem P21 se tedy po maximalni ¢as udrzelo méné zvitat,

avSak schopnost dostat se nahoru na hrazdu jsme zaznamenali u vicera z nich.

P31: primérny cas kontrolnich zvitat byl 29,600 s + 6,879 s, prumér zvitat s davkou 3 mg/kg
¢ital 20,800 s + 5,531 s a primér posledni skupiny s davkou 10 mg/ kg 32,400 s + 6,667 s.
Maximalni ¢as byl zapo¢itan u 5 mlad’at (2x kontrola, 1x 3mg/kg a 2x 10 mg/kg). Nahoru na
hrazdu se dokézalo dostat jedno zvife z kontrolni skupiny a jedno ze skupiny s davkou 10

ma/kg.

P60: kontrolni zvifata se udrZela na hrazd€¢ primérmé 11,000 s + 2,708 s, zvifata s davkou
3 mg/kg méla Cas v priméru 8,200 s + 2,835 s a zvifata s davkou 10 mg/kg 16,400 s + 4,815 s.
Z4dné zvite z této vékové kategorie nedosdhlo maximalniho ¢asu 60 sekund a pouze jedno zvife

s davkou 10 mg/kg vylezlo nahoru na hrazdu.

Bar holding - doses
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Obrazek 15. Primérny cas, po ktery se zvirata udrZela na horizontalni hrazdé. Zpracovani grafu — efekt latky
IEM 1460 dle aplikovanych davek.
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Obrazek 16. Priimérny cas, po ktery se zvirata udrZela na horizontalni hrazdé. Zpracovani grafu — efekt latky
IEM 1460 na jednotlivé vékové kategorie.

4.5 Svisly zebrik

Tento test jsme zvolili pro mlad’ata ve véku P15 a P18. Casovy limit byl opét stanoven na 60
sekund a u zvifat, jeZ v tomto limitu nedosahly cile, byl zaznamenan jako vysledek ¢as 60 s. U tohoto
testu nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skupinami zvifat
(C, 3 mg/kg, 10 mg/kg). (obrazek 17) Pti porovnani jednotlivych vékovych kategorii registrujeme,
stejné jako u testu negativni geotaxe, kratSi vysledné ¢asy mlad’at ve véku P18 oproti mladSim ve

véku P15. Statisticky vyznamny rozdil jsme vSak vypocitali pouze u skupiny s davkou 3 mg/kg.
(obrazek 18)

P15: u 15dennich mlad’at jsou vysledky ve vSech skupiniach (C, 3 mg/kg, 10 mg/kQg)
srovnatelné. Velmi obdobny je i1 pocet zvitat, jez v daném limitu nedosdhly horniho konce
zebtiku (3 kontrolni mladd’ata, 3 mlad’ata s davkou 3 mg/kg , 4 mlad’ata s ddvkou 10 mg/kg).
V tomto testu jsme tedy neprokdzali zadny vliv aplikované latky na motoriku mlédat.
Konkrétni hodnoty jsou nasledujici — primér Casi, za ktery vylezla kontrolni zvifata k horni
¢asti svislého zebiiku, byl 40,300 s £ 6,335 s, mlad’ata s davkou 3 mg/kg zdolala Zebiik
vV praméru za 37,800 s £ 6,411 s a mlad’ata s davkou 10 mg/kg za 37,100 s £+ 6,808 s.
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P18: pro 18denni zvifata plati pro tento test obdobné tvrzeni jako pro zvifata ve v€ku P15.
U obou skupin potiebovala v priiméru nejdelsi cas ke zdolani Zebtiku kontrolni skupina, avSak
V porovnani s dalsimi dvéma skupinami jsou rozdily minimélni a Zadnd hodnota tudiZ neni
signifikantni. Kontrolni skupina dosahla cile v praiméru za 27,700 s + 6,414 s, skupina
s aplikovanou latkou v davce 3 mg/kg vylezla na horni ¢ast v praiméru za 21,100 s £ 4,970 s a
primér skupiny s davkou 10 mg/kg byl 26,800 s + 5,316 s. Je zajimavé, Ze v této vékové
skuping€ se vyrazn¢ zredukoval pocet zvifat, kterd ziistdvala na zebiiku déle nez 60 s (pouze
1 mlade¢ z kontrolni skupiny a 1 mlad¢ ze skupiny s davkou 10 mg/kg), na druhou stranu ovSem
mlad’ata ze zebtiku pomérné ¢asto padala (konkrétn€ 2 kontrolni mlad’ata, 4 mlad’ata ze skupiny
s davkou 3 mg/kg a 5 mlad’at ze skupiny s davkou 10 mg/kg), coz miizeme hodnotit jako pokus
0 utek, jenz jsme vidéli 1 u testu negativni geotaxe, ktery jsme proto u 18dennich zvitat nakonec

vubec nezaradili.

Ladder
s 50
1 Control
T HE 3 mg/kg
40 - s 10 mg/kg
30 A T
20
10 +
0
12 15 days

Obrazek 17. Cas, potiebny k piekonani svislého Zebiiku. Zpracovani grafu — efekt laitky IEM 1460 dle
aplikovanych davek.
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Obrazek 18. Cas, potiebny k piekonani svislého Zeb¥iku. Zpracovani grafu — efekt latky IEM 1460 na jednotlivé
vékové kategorie.

4.6 Pravidelny horizontalni Zebrik

Chiize ¢i béh po horizontalnim Zebiiku testuje koordinaci pfednich a zadnich koncetin a pro
jeho zvladnuti je nutna zrakova kontrola a aktivita kortikospinalnich a rubrospinalnich drah. Tyto
drahy dozravaji mezi 15. az 18. postnatalnim dnem Zivota potkana. (Cummings et al., 2007; Muir,
2000) To je duvod, proc¢ jsme test zafadili u mlad’at ve véku P21 a starSich.

Jako prvni jsme zvolili variantu se shodnym rozestupem pii¢ek v celé délce zebiiku, tzv.
pravidelny horizontalni Zebifik. Mé&fili jsme Cas, za ktery mladé 90 cm dlouhy zebiik ptekonalo
a ptipadné chyby, kterych se pii prechodu dopustilo. Opét jsme stanovili maximalni ¢as 60 s na
splnéni testu. Nezaznamenali jsme zadné statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami
zvitat (C, 3 mg/kg, 10 mg/kg) a to ani v ¢asech potiebnych pro prekondni zebiiku, ani v poctu

provedenych chyb. (obrazek 19, obrazek 20, obrazek 21, obrazek 22)

P21: kontrolni zvitata ptesla zebiik v priméru za 47,400 s £+ 6,791 s a celkem 6 zvifatim z 10
byl zapocitan maximalni ¢as 60 s, jelikoz nedokazala zebiik v daném ¢asovém limitu pfekonat.
Primérny pocet chyb, jenz pti prechodu zebiiku zvitata z kontrolni skupiny udélala, byl 4,100
+1,269. Skupiné s davkou 3 mg/kg trval pfechod primérné 46,300 s = 7,025 s a pocet chyb byl
5,100 = 1,629. V této skupiné¢ shodné nezvladlo zebiik piejit v casovém limitu 6 mladat.

Primérny €as posledni skupiny s davkou 10 mg/kg byl 41,100 s = 7,405 s a pocet chyb 5,300
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+ 1,136. Mizeme pozorovat tendenci k rychlejsimu piechodu zebtiku a vétsSimu poctu chyb
s rostouci davkou latky IEM 1460, avSak jak bylo uvedeno vyse, nebyly zaznamenany Zadné

signifikantni rozdily.

P25: primérny ¢as piekonani zebiiku u kontrolni skupiny byl 20,300 s + 6,843 s a pocet chyb
1,800 + 0,389. Dvéma mlad’atim z kontrolni skupiny byl zapocten maximalni cas 60 s. Skupina
s davkou 3 mg/kg absolvovala tento test v priméru za 34,800 s £ 7,541 s, S poc¢tem chyb 1,900
+ 0,277. Ctyfem mladatim z této skupiny nestadil ¢asovy limit pro piejiti zebiiku. Posledni
skupina s davkou 10 mg/kg piesla zebiik v primérném case za 35,500 s + 7,280 s a ud¢lala

primérné 2,400 + 0,718 chyb. Z této skupiny byl zapoc¢itan maximalni ¢as 3 mlad’atim.

P31: kontrolni zvitata zdolala Zebtik v priméru za 16,200 s £ 6,173 s a ud¢€lala pii tom 1,100 +
0,348 chyb. Zvitata s ddvkou 3 mg/kg méla primérny ¢as 16,700 s = 5,708 s a pocet chyb 1,300
+ 0,335. A vysledky u posledni skupiny s davkou 10 mg/kg byly 12,100 s £ 2,698 s a 1,300 +
0,260 chyb. U 31dennich zvifat nedokoncilo ukol v ¢asovém limitu pouze 1 mlade ze skupiny

s davkou 3 mg/kg.

P60: primérny Cas kontrolnich zvitat byl 16,200 s + 7,080 s a pocet chyb, jenz udélala pfi plnéni
ukolu, byl 0,800 + 0,359. Skupina 3 mg/kg ptesla Zebiik v priméru za 13,900 s + 4,406 s,
s poctem chyb 0,600 = 0,221. Primérny ¢as posledni skupiny s davkou 10 mg/kg byl 9,600 s +
2,696 sa pocet chyb 1,300 + 0,300. VSechna zvifata ve veéku P60 zvladla horizontélni
pravidelny Zebiik pfekonat v ¢asech kratSich nez 60 s. V této vékové kategorii miizeme opét u
zvitat s aplikovanou latkou IEM 1460 (pfedevsim s davkou 10 mg/kg) sledovat tendenci piejit

zebtik v rychlejSich ¢asech, avSak s vét§im poctem chyb.
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Obrazek 19. Cas potiebny k pfekonani pravidelného horizontalniho Zeb¥iku. Zpracovani grafu — efekt latky
IEM 1460 dle aplikovanych davek.
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Obrazek 20. Cas potiebny k pfekonani pravidelného horizontalniho Zeb¥iku. Zpracovani grafu — efekt latky
IEM 1460 na jednotlivé vékové kategorie.
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Obrazek 21. Pocet chyb vykonanych pii prekonavani pravidelného horizontalniho Zebfiku. Zpracovani grafu —
efekt latky IEM 1460 dle aplikovanych davek.
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Obrazek 22. Pocet chyb vykonanych pii prekonavani pravidelného horizontalniho Zebiiku. Zpracovani grafu —
efekt latky IEM 1460 na jednotlivé vékové kategorie.

4.7 Nepravidelny horizontalni Zebrik

Tento test jsme zatadili u stejnych vékovych skupin jako Zebiik pravidelny. Provedeni a Casovy
limit pro splnéni testu bylo shodné. U nepravidelného zebiiku jsme rovnéZ nezaznamenali zadné

statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami zvifat (C, 3 mg/kg, 10 mg/kg) a to ani
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Vv ¢asech potiebnych pro pfekonani zebtiku, ani v poctu provedenych chyb. (obrazek 23, obrazek 24,
obrazek 25, obrazek 26)

P21: kontrolni skupina zvladla pfechod nepravidelného zebtiku v priméru za 43,100 s + 7,031
S, $2,000 + 0,632 chybami. 6 mlad’at z 10 nepteslo cely zebiik v Casovém limitu a byla jim
zapocitana hodnota 60 sekund. Skupina mlad’at s ddvkou 3 mg/kg presla Zebiik primérné za
54,300 s = 3,490 s a pti ptechodu udélala v priméru 2,000 + 0,577 chyb. Za stanoveny ¢asovy
limit test nedokoncilo dokonce 7 mlad’at. Priimérna doba ptfechodu skupiny s davkou 10 mg/kg
byla 50,000 s + 5,331 s, s poctem chyb 3,500 + 0,980. V casovém limitu zebiik nepteslo 5

mlad’at z této skupiny.

P25: primérné doba zdolani zebtiku u kontrolni skupiny byla 31,000 s + 7,355 s a pocet chyb
1,300 + 0,473. Prejit Zebiik za 60 s nestihla 2 mlad’ata. Skupina s davkou 3 mg/kg piesla zebiik
V pruméru za 36,900 s = 8,052 s a ud¢lala 0,600 + 0,267 chyb. Maximalni ¢as byl zapocitan
5 mlad’atim. Posledni skupina s davkou 10 mg/kg méla primérny cas 43,900 s + 6,742 s,

s poétem chyb 2,100 + 0,623. Ukol v ¢asovém limitu nedokonéilo rovnéz 5 mladat.

P31: kontrolni skupina ve véku 31 dni zvladla ptechod Zebiiku v priméru za 19,100 s + 5,706
S, s poc¢tem chyb 1,100 + 0,348. Skupina zvitat s davkou 3 mg/kg presla zebiik v primérném
case 24,500 s + 6,495 s a pii prechodu udé€lala 0,700 £ 0,153 chyb. Posledni skupina ptesla
zebiik v priméru za 19,400 s + 4,915 s a ud¢lala 1,300 + 0,260 chyb. V této v€kové kategorii

nedokoncila ukol ve stanoveném case 60 sekund dv¢ zvitata ze skupiny s davkou 3 mg/kg.

P60: primérny cas ptekondni Zebiiku u kontrolnich zvitat byl 14,800 s + 6,195 s a pocet chyb
0,500 + 0,307. Primérny ¢as skupiny s davkou 3 mg/kg byl 14,000 s + 4, 047 s a pocet chyb
0,300 + 0,153. Posledni skupiny s davkou 10 mg/kg zvladla pfechod nepravidelného zebiiku
vV priméru za 12,700 s £ 4,876 s, s po¢tem chyb 1,200 + 0,359. VSechna zvitata z této vékové
skupiny stihla kol ve stanoveném case, Zadnému tedy nebyl zapocten maximalni ¢as 60

sekund.
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Obrazek 23. Cas potiebny k piekonani nepravidelného horizontilniho Zeb¥iku. Zpracovani grafu — efekt latky
IEM 1460 dle aplikovanych davek.
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Obrazek 24. Cas potiebny k piekonani nepravidelného horizontilniho Zeb¥iku. Zpracovani grafu — efekt latky
IEM 1460 na jednotlivé vékové kategorie.
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Obrazek 25. Pocet chyb vykonanych pii prekonavani nepravidelného horizontilniho Zebiiku. Zpracovani grafu
— efekt latky IEM 1460 dle aplikovanych davek.
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Obrazek 26. Pocet chyb vykonanych pri prekonavani nepravidelného horizontalniho Zeb¥iku. Zpracovani grafu
— efekt latky IEM 1460 na jednotlivé vékové kategorie.

V obou testech horizontalnich Zebiikt vidime piedpokladany, s vékem se snizujici Cas,
potfebny pro piekonani zebtiku i snizujici se pocet provedenych chyb. Zajimavé je, Ze pifi porovnani
Casu potiebného pro piekonani Zebiiku pravidelného a nepravidelného, nachdzime u vétSiny zvirat
delsi Casy u zebiiku nepravidelného, pfestoze tato varianta nasledovala vzdy az po piechodu zebiiku

pravidelného a ocekavali bychom tedy urcitou adaptaci zvirat a kratsi vysledné ¢asy. Na druhou
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stranu priimérné hodnoty poc¢tu chyb jsou u nepravidelného zebtiku u vSech zvitat nizsi, nez u zebtiku

pravidelného, coz pro urcitou adaptaci sved¢i.

4.8 Chuze na rotarodu

Tento test jsme zatfadili pouze u posledni vékové skupiny, tedy 60dennich zvitat. Kazdé zvite
absolvovalo test ve dvou variantach — pfi rychlosti 15 otacek/min a 20 otacek/min. M¢fili jsme Cas,
jak dlouho se zvife na rotujicim valci udrzi. Stejné jako v pfedchozich testech jsme stanovili

maximalni ¢as testovani 60 sekund.

15 otac¢ek/min: zvifata z kontrolni skupiny se na valci udrzela v praiméru 58,100 s + 1,900 s.
92z 10 zvifat dosdhlo maximalniho ¢asu 60 vtefin. Primérny vysledek skupiny s davkou
3 mg/kg byl 35,000 s = 7,205 s a celou minutu se na valci udrzela 4 zvitata. Posledni skupina
s davkou 10 mg/kg se udrzela v pruméru 44,900 s + 5,223 s, maximéalniho ¢asu doséhla rovnéz
4 zvitata. Signifikantni rozdil oproti kontrolam jsme tedy nalezli u obou skupin mladat
s davkami IEM 1460. (obrazek 27)

20 otadcek/min: Pfi chlizi na rotarodu s rychlosti 20 otdcek/min jsme mezi jednotlivymi
skupinami nezaznamenali Zadny signifikantni rozdil. Primér kontrolni skupiny byl 36,100 s +
5,988 s. Maximalniho ¢asu dosahla pouze 3 zvirata. Skupina s davkou 3 mg/kg se na valci
udrzela v priméru 43,300 s + 6,446 s. Maximalni ¢as byl zapocten 4 zviratim. Primérny cas
skupiny s davkou 10 mg/kg byl 43,900 s+ 6,056 s a celou minutu se udrzelo na valci 5 zvifat
z 10.

Pfi srovnani skupin dle davky vidime u kontrolni skupiny signifikantni rozdil mezi dosazenym
vysledkem pfi rychlosti 15 ota¢ek/ min a 20 otacek/min. (Obrazek 28) Divodem dosazeni kratSich
Cast pfi rychlosti 20 ota¢ek/min mlze byt i1 fakt, ze zvifata byla na pfistroj umisténa jiz podruhé

a jejich obava z padu nemusela byt tak vyrazna, jako pfi prvnim testu.
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Rotorod - 25-day-old rats
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Obrazek 27. Primérny ¢as, po ktery zvifata vydrZela chodit na rotorodu. Zpracovani grafu — efekt latky IEM
1460 dle aplikovanych davek. Osa x — rychlost otacek. Osa y - dosaZeny ¢as. Hvézdic¢ky znaci signifikantni rozdil
proti kontrolam.

Rotorod - 25-day-old rats
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Obrazek 28. Prumérny ¢as, po ktery zvifata vydrZela chodit na rotorodu. Zpracovani grafu - dle rychlosti
otacek. Osa x — aplikovana davka. Osa y — dosaZeny ¢as. Hvézdic¢ky znadi signifikantni rozdil mezi dvéma
rychlostmi otacek.
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5 DISKUZE

Latka IEM 1460 je selektivni blokator AMPA receptorti propustnych pro Ca?* ionty. Na kanaly,
které Ca?* nepropoustéji, se tato latka nevaze. To znamena, Ze kalciové proudy pies kanaly typu
AMPA jsou blokovany latkou IEM 1460 s vyjimkou pfipadl, kdy pfislusné kanaly obsahuji
podjednotku GIuA2 editovanou Vv tzv. Q/R misté. V takovém piipadé je neutralni glutamin (Q)
vyménén za kladné nabity arginin (R), coZ omezi transport dvojmocného iontu a €ini tak ptislusné
kandly nepropustné pro Ca®* (Bowie, 2008; Kew, Kemp, 2005; Schlesinger et al., 2005; Szczurowska
a Mares, 2013)

Prozatim je latka IEM 1460 pouZzivana pouze pro vyzkumné tcely a neni ur¢ena k diagnostice
¢1 terapii pacientl. Dle nékolika autorti je blokdda AMPA receptorti slibnou farmakologickou
strategii neuroprotekce pii degenerativnich onemocnénich nervového systému a akutni 1écbé
mozkové ptihody. (Buldakova, 1999; Magazanik, 1997; Schlesinger et al., 2005) AMPA receptory
propustné pro Ca®" ionty v centralnich glutamatergnich synapsich jsou zvlasté zajimavé vzhledem
Kk jejich jedine¢nym biofyzikalnim a signalizatnim vlastnostem, které piispivaji k synaptické
plasticit¢ a jejich rolich v mnoha neuropatologiich. (Guire et al., 2008) V poslednich letech jsou
AMPA receptory a jejich blokace Casto zminovany i v souvislosti s ovlivnénim rtiznych typt bolesti
(napf. chronicka viscerdlni, neuropaticka). (Chen et al., 2013, Liu et al., 2015; Kopach et al., 2016)

Dosavadni studie, zabyvajici se latkou IEM 1460 jako moznym veékoveé specifickym
antikonvulzivem, byly provedeny na Ruské akademii véd a na Akademii véd CR. Dle vysledki
studie, publikované roku 2008, vede aplikace latky [IEM 1460 v davkach 1,0 — 3,0 mg/kg k péti az
osminasobnému snizeni incidence kainatem a nikotinem indukovanych tonicko-klonickych zachvati
a téméf k eliminaci imrtnosti potkant v disledku tonicko-klonickych zachvatii. (Gmiro et al., 2008)

Tato prace navazuje zejména na poznatky Szczurowské a MareSe zabyvajicich se
antagonistickym ptsobenim latky IEM 1460 na AMPA receptory za ucelem 1é¢by epilepsie, tedy
uc¢inkem antikonvulzivnim, a na poznatky Soukupové, ktera se zabyvala moznymi kratkodobymi
ucinky této latky na motoriku laboratornich potkanti (Soukupova, 2016; Szczurowska a Mares, 2015)

Szczurowska a Mares zkoumali mozny antikonvulzivni G¢inek latky IEM 1460 u vyvijejicich
se potkanti pomoci dvou modelti epileptickych zachvati. Slo o zachvaty vyvolané latkou
pentylenetetrazol (PTZ) a o zachvaty indukované kortikalni stimulaci - epileptickymi naslednymi
vyboji u potkant ve véku P12, P18 a P25. Zjistili, ze aplikace latky IEM 1460 v davce 20 mg/kg pied
podanim latky PTZ vedla ke zpozdénému nastupu PTZ-indukovanych klonickych zachvati ve vSech
ttech zkoumanych vékovych kategoriich. Tento vysledek znaci, Ze blokdda AMPA receptort

propustnych pro Ca®" byla dostatecna a doslo k zébrané Sifeni epileptické aktivity do motorického
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systému potkana. Generalizované tonicko-klonické zachvaty rovnéz indukované latkou PTZ byly
potlaceny pouze u potkanti ve véku P18 a P25 davkami 10 a 20 mg/kg. Po opakovanych stimulacich
U kontrolnich 12dennich zvitat se trvani kortikalnich naslednych vyboji postupné zvySovalo. Davka
10 mg/kg prodlouzeni naslednych vybojii zcela blokovala a ddvka 20 mg/kg ho ¢astecné potlacila.
IEM 1460 mé¢lo u potkanich mlad’at ve véku P18 a P25 naopak lehky prokonvulzivni uc¢inek, tj. trvani
naslednych vyboju se s opakovanou stimulaci prodluzovaly. Dle autorii 1ze vyvodit, Ze G€¢inek latky
IEM 1460 je zavisly na modelu pouzitych zachvati, jejich iktogenni struktufe a rovnéz na vyvojovych
zménach ve slozeni podjednotek AMPA receptort. (Szczurowska a Mares, 2015)

V navaznosti na praci Szczurowske a MaresSe, zkoumala Soukupova ve své diplomové praci
kratkodoby ucinek latky IEM 1460 na motoriku potkana. Latka byla zvifatim aplikovana 30 minut
pfed provedenim motorickych testii. Soukupova zvolila totozné vékové kategorie (P12, P18, P25)
a tytéz davky (10 mg/kg a 20 mg/kg) jako Szczurowska a Mares. Z jejich vysledki vyplyva, Ze latka
IEM 1460 ma vliv na zmény v motorice laboratorniho potkana. Nejvice zmén bylo zaznamenano u
mlad’at ve véku P12 s davkou 20 mg/kg a ve v€ku P25 s davkou 10 1 20 mg/kg. Avsak dlouhodobé
ucinky latky hodnoceny nebyly. (Soukupova, 2016) Jelikoz se latka IEM 1460 vaze pouze na
needitované GluA2 podjednotky a se zvySujicim se vékem pfibyva podjednotek editovanych,
napovida ovlivnéni motoriky testovanych zvifat slozeni jejich receptort. (Maganazik et al., 1997)
Predpoklad, ze vliv latky IEM 1460 na motoriku potkana s vékem klesa, nebyl vSak plné potvrzen,
jelikoz vysledky ukazovaly na ucinek latky na motoriku u 12dennich a 25dennich zvirat, nikoliv
u 18dennich. Vliv na mlad’ata ve véku P18 by mé¢l byt dle tohoto ptfedpokladu vétsi, nez ve véku P25,
coz se nepotvrdilo. To muze souviset s Casové odliSnym vyzravanim jednotlivych struktur CNS.
Nebyla potvrzena ani hypotéza, ze s rostouci davkou aplikované latky poroste rovnéz jeji ucinek na
motoriku. Bylo vSak prokazéano, ze latka IEM 1460 ma odlisny vliv na jednotlivé struktury mozku.
(Soukupovd, 2016) Toto tvrzeni je ve shodé s vysledky studie Buldakove at el., ve které védci
zkoumali slozeni AMPA receptort u potkanti ve véku P11 az P24. V této praci védci zaznamenali
nizsi citlivost pyramidovych bunék k blokadé latkou IEM 1460 oproti buitkdm nepyramidovym,
z ¢ehoz je mozné vyvodit, ze motorika bude po podani této latky ovlivnéna méné, nez ostatni funkce
mozku. V publikovaném ¢lanku v§ak neni popsano porovnani reakci zvifat v jednotlivych vékovych
skupinach. (Buldakova et al., 1999)

Tato prace je pokracovanim hodnoceni mozného vlivu latky IEM 1460 na motoriku potkana,
avSak s tim rozdilem, ze byl hodnocen dlouhodobé&jsi vliv latky. Bylo tedy zvoleno vice vékovych
kategorii a motorické testy neprobihaly v brzké dob¢ po aplikaci latky, nybrz latka byla aplikovana
V péti po sobé nasledujicich dnech (P7 — P11) a testovani probihalo od v€ku P12 az po P60, tedy az
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do obdobi rané dospélosti zvifat. Dal§im rozdilem jsou hladiny davek. Pro tuto praci byly zvoleny
davky 3 mg/kg a 10 mg/kg latky IEM 1460.

Vysledné naméiené hodnoty v ramci testu Open field ukazuji, ze latka IEM 1460 ma vliv na
nckteré aspekty spontanni lokomoce. Zaznamenali jsme nékolik signifikantnich rozdili mezi
kontrolnimi zvifaty a zvifaty, kterym byla aplikovana latka [IEM 1460. Pii hodnoceni primérné
rychlosti pohybu v OF lze dle vysledku konstatovat, ze ve véku od P21 do P60 vSechna zvitata
s latkou IEM 1460 dosahovala niz8§i prumérné rychlosti oproti kontrolni skupiné. Statisticky
vyznamné rozdily jsme vSak zaznamenali pouze u 21dennich mlad’at (davka 3 mg/kg i 10 mg/kg)
a 25dennich mlad’at (pouze davka 3 mg/kg). Ve véku P31 a P60 jsou jiz vysledky srovnatelné a lze
pozorovat pouze ur¢itou tendenci k pomalejsi lokomoci. Pii hodnoceni ubéhnuté vzdalenosti jsme
zaznamenali obdobné vysledky. Ve véku P21 a P25 jsou naméfené hodnoty skupin s latkou IEM 1460
niz§i oproti kontrolam, coz znaci kratsi ub€hnutou vzdalenost. Signifikantni rozdily jsme zaznamenali
ve stejnych skupinach (21denni mlad’ata s davkou 3 mg/kg i 10 mg/kg a 25denni mlad’ata s davkou
3 mg/kg). U 31 a 60dennich zvitat dosahovala nizSich primérnych hodnot pouze skupina s davkou
10 mg/kg, avsak rozdily naméfenych hodnot v téchto vékovych kategoriich u vSech skupin (C,
3 mg/kg, 10 mg/kg) byly minimalni. U mlad$ich zvitat nebyly mezi jednotlivymi vysledky nalezeny
zadné tendence ani statisticky vyznamné rozdily. Vzhledem Kk vysledkim rychlosti pohybu
a ubéhnuté vzdalenosti se jako nejvice aktivni jevi kontrolni mlad’ata ve véku P25, coz odpovida
vyvojovému obdobi, fyziologickému ontogenetickému vyvoji, kdy je mladé nejvice hravé
a prozkoumava okoli. Tfetim hodnocenym aspektem spontanni lokomoce v ramci testu OF byl pocet
navstév sttedu OF. V tomto testu jsme u mlad’at od véku P15 do P25 zaznamenali postupny nartst
poctu navstev stiedu OF, coz opét souvisi se zvySenou pohybovou aktivitou v daném véku. Jediny
statisticky vyznamny rozdil, ktery byl z vysledkti tohoto testu vypocitan, je u 18dennich mladat
s davkou 10 mg/kg, u kterych byl pocet navstév sttedu OF signifikantné nizsi. Tento vysledek muze
znacit zvySenou uzkost mlad’at v tomto véku po aplikaci latky IEM 1460, jelikoz vSak byl tento
vysledek zaznamendn pouze u jedné skupiny zvifat, neni toto tvrzeni dostatecné¢ podlozeno.
Poslednim hodnocenym aspektem spontanni lokomoce byl Cas, ktery zvifata stravila ve stfedu OF.
Nejvétsich hodnot, tedy nejdelsiho straveného Casu ve stiedu arény, dosahla mlad’at ve v€ku P12. Jak
bylo uvedeno vyse, je tento jev nejspis zptisoben faktem, ze mlad’ata v tomto véku nemaji rozlepena
vicka a jejich orientace je tudiz vyznamné hor$i nez u starSich zvifat. V porovnani dle vékovych
kategorii byly ve v€ku P15 az P60 naméfené hodnoty vyrazné nizsi a mezi sebou srovnatelné, coz
potvrzuje predpoklad, ze zvifata maji ptirozené tendenci pohybovat se po krajich, kde se citi
bezpecénéji. Signifikantni rozdily u tohoto testu byly nalezeny u 15dennich mlad’at s davkou 3 mg/kg

i 10 mg/kg a 18dennich mlad’at s davkou 10 mg/kg, ktera se, v porovnani s kontrolni skupinou,
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zdrzovala ve stfedu arény podstatné krat$i dobu. Tyto vysledky opét podporuji tvrzeni, ze latka [EM
1460 muze u mlad’at v tomto véku mirn€ zvysovat anxietu. Vzhledem k piedloZzenym vysledkim se
nam prvni nulovou hypotézu nepodaftilo zcela vyvratit. Nas predpoklad, ze latka IEM 1460 neovlivni
spontanni lokomoci laboratorniho potkana, plati pouze u nékterych vékovych skupin. Dle naSich
vysledki Ize fici, ze latka IEM 1460 nema vliv na spontanni lokomoci u 31 a 60dennich zvirat, kde
nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily mezi zvitaty, kterym byla aplikovana latka IEM
1460 a kontrolni skupinou zvitat. Naopak ve v€kovych kategoriich P21 a P25 jsme u zvitat s latkou
IEM 1460 nalezli signifikantni rozdily v primérné rychlosti pohybu a ub&hnuté vzdalenosti pii
spontanni lokomoci. U ostatnich vékovych kategorii (P12, P15 a P18) nejsou vysledky jednoznacné.

Dale nas zajimalo, zda mé latka IEM 1460 vliv na motorickou vykonnost. Jedna se o tzv.
provokovanou motoriku, kterou jsme hodnotili pomoci sady motorickych testl. Diky znalosti
fyziologického ontogenetického vyvoje jsme ocekavali urcity motoricky projev v daném vékovém
obdobi. Pfi hodnoceni righting reflexu nebyl mezi jednotlivymi skupinami nalezen zadny statisticky
vyznamny rozdily. Rovnéz pfi hodnoceni testu negativni geotaxe v zavislosti na davce jsme u zvifat,
kterym byla aplikovéana latka IEM 1460, nezaznamenali Zadné statisticky vyznamné zmény oproti
kontrolni skupin€. Dle namétenych hodnot Ize pouze sledovat urcitou tendenci ke zpomalovani
reakce se zvySujici se davkou. Signifikantni rozdil byl zaznamenan pouze pfi hodnoceni dle véku,
ktery potvrzuje predpoklad, ze se zvysSujicim se vékem dochazi ke zrychlovani reakce. U testu
horizontalni hrazdy, neboli Bar holding testu, nebyly nalezeny Zadné statisticky vyznamné rozdily
mezi jednotlivymi skupinami (C, 3 mg/kg a 10 mg/kg). U tohoto testu jsme od véku P12 pozorovali
pozvolny narGst Casu, po ktery se zvifata na hrazd¢ udrzela, ktery ustal u 25dennich zvitat ziejmé
z divodu nedostatecné vysky hrazdy, viz vyse. Jelikoz tento test hodnoti zejména silu prednich
koncetin, lze konstatovat, ze latka IEM 1460 nemé na silu ptfednich koncetin zZadny vliv. Dalsi
V pofadi nasledoval test na svislém zebtiku, u kterého jsme opét nezaznamenali signifikantni rozdily
mezi zvitaty, jimz byla aplikovana latka IEM 1460 a kontrolami. Dle vysledkt plati, ze starsi zvifata
dokoncila test v rychlejsich ¢asech. U testu chiize po horizontalnim zebtiku jsme zvolili dvé varianty
— pravidelny a nepravidelny horizontalni zebiik a ani u jednoho nebyly nalezeny zadné statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami. V obou testech se potvrdil nas ptredpoklad, ze
s vékem dochazi k postupnému zkracovani ¢asu, potiebného pro piekonani zebiiku, a zaroven se
snizuje pocet provedenych chyb. Poslednim testem pro hodnoceni motorické vykonnosti, jez byl
V této praci zafazen, je test chlize na rotarodu. Z diivodu vysokych narokt na koordinaci pohybu jsme
tento vyuzili pouze u 60dennich zvifat. Srovnani lze tedy udélat pouze mezi dvéma variantami testu,
které jsme vyuZili, a to chlizi na rotarodu pfi rychlosti 15 otacek/min a 20 otacek/min. U testu pfi

rychlosti 15 otacek/min nalézame statisticky vyznamné zmény motorické vykonnosti, ve smyslu
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kratSich dosazenych casti, u obou skupin s latkou IEM 1460 oproti kontrolni skupiné. U druhé
varianty (20 ota¢ek/min) nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil.

Shrnuti téchto vysledkli ukazuje, ze latka IEM 1460 nema pii provedeni vétSiny nami zvolenych
testd zadny vliv na motorickou vykonnost testovanych zvirat. Odlisné jsou vSak vysledky u testu
chtize na rotarodu, kvtli nimz nelze jednoznacné potvrdit nasi druhou alternativni hypotézu, ze latka
IEM 1460 neovlivni motorickou vykonnost testovanych zvifat. Je mozné, ze vliv latky IEM 1460 se
projevi pouze pii koordinacné naro¢nych situacich, jakou je pravé chlize na rotarodu. Toto tvrzeni
vSak neni dostate¢n¢ podlozené, proti nému mluvi rozdilny vysledek testli se dvéma rychlostmi
otaceni a k jeho prokézani by bylo potfeba dalsich testt.

Vzhledem Kk vyse uvedenym vysledkiim potvrzujeme tfeti alternativni hypotézu, ktera tika, ze
ucinek latky IEM 1460 na motoriku neni vyraznéjsi u mladSich zvitat. Tuto hypotézu jsme stanovili
Vv zavislosti na ptedeslych studiich, ve kterych nebyl potvrzen piedpoklad, ze vliv latky IEM 1460
s vékem klesa. (Soukupovd, 2016; Szczurowska a Mares, 2015) Tento ptfedpoklad prameni
z poznatku Maganazika et al., ktery ve své studii ikd, Ze v ranych stadiich vyvoje pievlada zastoupeni
needitovanych GluA2 podjednotek, na které se latka IEM 1460 vaze. (Maganazik et al., 1997)
Soukupova sice ve své praci zaznamenala nejveétsi vliv latky na motoriku 12dennich mlad’at, avsak
vliv na mlad’ata ve véku P18 byl mensi nez ve v€ku P25, coZ ptedpoklad, Ze se zvySujicim se v€kem
ucinek latky klesé, nepotvrdilo. K obdobnym vysledkii dosli i Szczurowska a Mares. (Soukupova,
2016; Szczurowska a Mares, 2015) V této praci byl pozorovan nejvétsi ucinek latky na spontanni
lokomoci u mlad’at ve véku P18 — P25. U 31dennich a 60dennich zvitat byl a¢inek latky na spontanni
lokomoci 1 motorickou vykonnost minimalni, s vyjimkou testu chlize na rotarodu. U nejnizSich
vékovych kategorii (P12 a P15) se dle vysledkt 1ze priklonit k tvrzeni, ze latka IEM 1460 neovliviiuje
zasadnim zplisobem motoriku téchto mldd’at. Tento vysledek se 1iSi od jiz zminéného vysledku
Soukupové (2016), kterd ve své praci zaznamenala nejvetsi vliv 1atky na motoriku prave u 12dennich
zvitat. Divodem rozdilného vysledku vSak muze byt fakt, ze mlad’ata nejvice ovlivnila davka 20
mg/kg, kterd v tomto vyzkumu nebyla aplikovana u zadné skupiny zviftat.

Prestoze bylo nalezeno né€kolik statisticky vyznamnych rozdilii mezi motorikou zvirat, jimz
byla aplikovana latka IEM 1460 a kontrolni skupinou, a nepodafilo se nam tedy jednoznacné
prokdzat, ze latka IEM 1460 nema zadné negativni G¢inky na motoriku, nebyly nalezeny natolik
vyznamné odchylky, jez by latku IEM 1460 vytadily z preklinickych studii. Dle naseho nazoru je tato
latka, s jiz prokazanymi antikonvulzivnim efektem, vhodnym kandidatem pro dalsi studie hodnotici

ucinky latky na rzné systémy organismu.
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6 ZAVER

Smyslem této prace bylo zhodnotit efekt potencialniho vékové specifického antikonvulziva,
latky IEM 1460, na motoriku laboratorniho potkana. Pro testovani spontanni lokomoce byl vyuzit
test Open field, kde bylo hodnoceno nékolik aspektii spontdnni hybnosti, a pro hodnoceni motorické
vykonnosti byla vybrana fada specifickych motorickych testt, které byly zvoleny s ohledem na vék
zvifete a technické moZnosti laboratofe. Pro vyzkum bylo pouzito 30 laboratornich potkant, jimz
byla opakovan¢ intraperitonealné aplikovana latka IEM 1460 v objemu 3 nebo 10 mg/kg hmotnosti
a ktefi byli od 12. postnatalniho dne Zivota opakované testovani pomoci vybranych motorickych testi.
Jejich vysledky byly porovnavéany s kontrolni skupinou, které byl aplikovan fyziologicky roztok.
Diky opakovanym testovanim jednotlivych zvitat od 12. az do 60. postnatalniho dne zivota (kazdé
zvite bylo testovano celkem 7x), 1ze hodnotit i dlouhodoby vliv latky na motoriku zvitete.

Prestoze byl u nékolika zvolenych testli zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi
jednotlivymi skupinami (C, 3 mg/kg, 10 mg/kg) a nebylo mozné jednoznacné potvrdit vSechny
stanovené alternativni hypotézy, zadné vysledky nebyly natolik vyznamné, aby znacily hrubé

poruseni motoriky. Latka IEM 1460 je tedy vhodnym kandidatem pro dalsi vyzkum.
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7/ SEZNAM ZKRATEK

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-izoxazol propionova kyselina
AP akéni potencial

ATD amino-terminalni doména

CNS centralni nervovy systém

CTD intracelularni karboxyl-termindlni doména
EEG elektroencefalografie

EMG elektromyografie

EPSP excitacni postsynapticky potencial

GABA gamma-aminobutyrova kyselina

GluR glutamatovy receptor

IEM 1460 1-trimethylammonio-5-(1-adamantin-methylammoniopentan) dibromid
iGIUR ionotropni glutamatovy receptor

IPSP inhibi¢ni postsynapticky potencial

LBD ligand vazajici doména receptoru

LTD dlouhodoba (long-term) deprese

LTP dlouhodoba (long-term) potenciace

M1, M3, M4  membranu pieklenujici segmenty receptoru
M2 ,havracejici se smycka* (reentry) v receptoru
mGIuR metabotropni glutamatovy receptor

NMDA N-methyl-D-aspartat

OF Open field

PTZ pentylenetetrazol

Q glutamin

R arginin

RNA ribonukleova kyselina

TMD transmembranova doména
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