Bakalai'ska prace Vliv perinatalni hypoxie na motoricky vyvoj laboratorniho potkana
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SEZNAM ZKRATEK

ADHD - attention deficit hyperactivity disorder — porucha pozornosti s hyperaktivitou
ATP — adenosin trifosfat

CNS — centralni nervovy systém

CO; — oxid uhlicity

CR — Ceska republika

DMO - détska mozkova obrna

GABA - kyselina y-aminotmaselna
HI-10 — 10 minutova hypoxie

HI-15 — 15 minutova hypoxie

N> — dusik

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid
P1— 1 den stary potkan

P3 — 3 dny stary potkan

P4 — 4 dny stary potkan

P7 — 7 dni stary potkan

PVL — periventrikularni malacie

O, — kyslik

RDS — respiratory distress syndrom

USA — Spojené staty americké
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UVvOoD

Perinatalni hypoxie je zavaznym problémem u pred¢asné narozenych déti i u déti
narozenych v terminu. Pfedstavuje vysoké riziko behavioralnich a neurologickych poruch,
a prestoze se souCasna neonatalni intenzivni péce stale zdokonaluje, rozsahld mozkova 1éze
Vv disledku perinatalniho inzultu obnasi vyrazny klinicky problém. Studie na zviratech jsou
proto stale nezbytné. Model perinatadlni hypoxie u laboratornich potkant tak ptedstavuje
vyzkumné pole, kde se popisuje fada neurologickych defekti, jako jsou poruchy lokomocnich
dovednosti a deficity kognitivnich funkci u nedospélych i dospélych perinatdlni hypoxii
postizenych zvitat. Jejich mozkova tkan mtize slouzit k histologickému rozboru pro urceni
rozsahu mozkové 1éze a mnohdy jsou u téchto zvifat zaznamenany rustové poruchy, které

jsou ¢asto spatfovany u détské mozkové obrny.

Postnatalni vyvoj se odrazi na maturaci neurologickych reflexd a vyvoji motorické
koordinace, koreluje tak s vyvojem nervového systému a jednotliva poskozeni nervovych
struktur maji sviij zakonity projev. O motorickych projevech a vyvoji neurologickych reflexi

U modelu perinatalni hypoxie v§ak nejsou ucelené poznatky.

Cilem této prace bylo shrnout dosavadni poznatky o modelech perinatdlni hypoxie
u laboratornich potkanti z pohledu motorického projevu. Prestoze se jedna o modely
perinatalni hypoxie, hypoxicky zasah byl u potkant ¢asto proveden az postnatalné. Diivodem
je vétsi nezralost nervové soustavy novorozenych potkanl v porovnani se stupném zralosti
nervové soustavy u déti narozenych v terminu. Prace tak zndzorniuje nejcastéji uzité modely
perinatalni hypoxie, které se li§i zejména ve vyvojovém véku potkanl, ve kterém byl

hypoxicky inzult zpisoben.
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1 VYZNAM KYSLIKU PRO BUNKU A CELY ORGANISMUS

Lidské télo denn¢ spotiebuje cca 350 litrt kysliku za 24 hodin, ¢ili pfiblizné 250 ml/min
Vv télesném klidu a az 10x tolik pfi intenzivni Cinnosti velkych svalovych skupin. Nelze vSak
vytvofit vyznamny rezervoar kysliku v lidském organismu, ktery by mohl kyslik poskytnout,
kdyz se jeho ptisun zastavi. (Necas et al., 2005, s. 203) ,,Dodavka kysliku bunkam organismu
je proto neptetrzity d¢j, ktery probiha od pocatku jeho vyvoje po celou dobu jeho zivota.*
(Necas et al., 2005, s. 203) Zasoby kysliku v téle vydrzi piiblizné na 5 minut. Tyto zasoby
jsou tvotfeny kyslikem obsazenym v Krvi, v plicich (zalezi na aktualnim obsahu vzduchu
Vv plicich), ve tkanich (fyzikdln€¢ rozpustény kyslik) a ve svalu, kde je kyslik navdzany na

myoglobin. (Necas et al., 2005, s. 203)

Kyslik ma pro organismus nepostradatelny vyznam v tom, ze se ucastni aerobniho
energetického metabolismu pro vyrobu ATP v mitochondriich. (Necas et al., 2005, s. 203)
Tento d¢j popisujeme jako dychaci fetézec, ktery predstavuje sled na sebe napojenych
redoxnich pard, jejichz pomoci se riiznym oxidovatelnym substratim odjimaji vodiky, které
se prenaSeji cestou prenaseci nejdiive jako atomy vodiku a poté jejich elektrony az na
atmosféricky kyslik. Tento d&j se odehrava na vnitini membrané mitochondrii. (Ledvina et al.,

2005, s. 84)

Adenosintrifosfat (ATP), fosforylovany nukleosid adeninu, je makroergni molekula,
jejimz Stépenim se V bufice uvoliluje energie, kterd je potfebna pro fadu bunéénych pochodit
jako je membranovy transport, proteosyntéza, lipogeneze, funkce kontraktilnich bunécnych
elementl a deacylacni-reacylacni reakce nezbytné pro metabolismus fosfolipidi. (Povysil et
al., 2011, s. 2) Pro spravnou ¢innost bunék je tedy potieba dostateény pocet molekul kysliku
ve fyziologicky fungujicich mitochondriich. Okolo a uvnitf mitochondrii rozhoduje
0 mnozstvi kysliku pouze jeho parcidlni tlak. Parcidlni tlak kysliku pfi transportu kysliku

z atmosféry az k mitochondrii postupné klesa. (Necas et al., 2005, s. 204)

1.1 Mozkova cirkulace

Fungovani mozku vyznamné zélezi na dodavce kysliku a glukézy na rozdil od jinych
organu. ,,Mozek je organem prvoradého vyznamu pro existenci individua, a proto regulace
mozkové cirkulace a zajisténi stalého mozkového prutoku jsou enormné dulezité.“ (Ambler,

2006, s. 135) Mozkova cirkulace ma vysoky stupen autoregulace, coZ znamena, Ze je
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udrzovan staly krevni prutok nezéavisle na zménach stfedniho arteridlniho tlaku krve. (Necas

etal., 2005, s. 702)

Na regulaci prutoku krve mozkem se podileji metabolické faktory (CO,, pH).
V neposledni fadé ma vliv na regulaci pritoku krve intrakranialni tlak, prostaglandiny

a viskozita krve. (Ambler, 2006, s. 136)

Autoregulaci mozkové cirkulace ovlivni pokles lokdlniho perfuzniho tlaku pod dolni
hranici autoregulace. Zde dochazi ke snizeni regionalni mozkové perfuze. Jako kompenzace
pro udrzeni metabolické spotieby kysliku v normé v tomto ptipadé probihd zvysena extrakce
kysliku z protékajici krve. (Ambler, 2006, s. 137) K pravé ischémii dochdzi pti dal$im
poklesu perfuzniho tlaku, kdy je pratok krve omezen o vice nez 50 %. V této chvili nastava
poskozeni synaptické funkce nervové tkang, jejiz struktura ziistava stale zachovana. Jedna se
tedy jeSté¢ oreverzibilni zménu. Pfi poklesu perfuze na 30 % dochazi jiz k ireverzibilni

dysfunkci, kdy jsou patrny strukturdlni zmény nervové tkané, vznika mozkovy infarkt.
(Ambler et al., 2006, s. 137)

1.2 Hypoxie

Hypoxie je definovana jako stav, kdy je vorganismu nebo v nékteré jeho casti
nedostatek kysliku, zatimco pti hypoxémii nastane pokles kysliku v arterialni krvi. Stav, ktery
souvisi s nedostatkem kysliku a zaroven shromadénim oxidu uhli¢itého, se oznacuje jako
asfyxie. (Necas et al., 2005, s. 203) V souvislosti s hypoxii se asto uziva termin ischémie, jez
je jednou z pfi¢in vzniku hypoxie. V tomto ptipadé se jedna 0 snizeni aZz Uplné zastaveni
dodavky arterialni krve do tkané. (Povysil et al., 2011, s. 2) U ischémie jde tedy o difuzni
nebo lokalizovanou poruchu cirkulace, zatimco u hypoxie mize byt obé¢h normalni a vazne

pouze piisun kysliku (napf. anémie, hypoventilace). (Ambler, 2006, s. 137)

1.1.1 Klasifikace stavii hypoxie

Necas et al. (2005, s. 207) rozliSuje 4 typy mechanismu, které miizou zpisobit
tkanovou hypoxii.

a) Hypoxicka hypoxie

b) Anemicka hypoxie

c) Cirkula¢ni hypoxie

d) Histotoxicka hypoxie

12
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Ad a) Hypoxickou hypoxii zpisobuje nizky parcialni tlak kysliku ve vzduchu, jenz je
vdechovan. Dochézi tak ke snizeni tenze kysliku v krvi arteriol pod béznou hodnotu, jiz je
13 kPa. Dochazi tak k hypoxémii. Tento stav miize nastat pii pobytu ve vysokohorském
prostiedi, dale pii poruchach plic a dalSich struktur, které umoznuji plicni ventilaci a perfuzi.
Dalsi pri¢inou hypoxické hypoxie mize byt pravo-levy zkrat v cirkulaci. Tento stav postihuje
vSechny organy, mluvi se o tzv. systémové hypoxii, kdy vznika centralni cyandza. (Necas et

al., 2005, s. 207)

Ad b) Anemickou hypoxii charakterizuji stavy, jeZ doprovazi arteridlni hypoxémie.
Pticinou tohoto stavu je anémie, nejcastéji nizkd koncentrace hemoglobinu. I v tomto piipadé

je zasazen cely organismus. (Necas et al., 2005, s. 207)

Ad c) U cirkula¢ni hypoxie nedochazi k hypoxémii, ale nastava lokalni nebo celostni
porucha krevniho obéhu. V piipad¢ cirkulaéni hypoxie mohou nastat 2 jevy, které ji
zpusobuji. Bud’ je ve tkani mnozstvi piichazejici krve snizeno, coz odpovida ischémii, anebo
je mnozstvi krve zvySeno, coz nastdva pii stagnaci krve. Dochdzi ke snizeni mnozstvi
protékajici krve tkani za Casovou jednotku. V ptipad¢ ischémie je snizena difizni kapacita
kysliku v kapilarach, kyslik tak musi difundovat do vétSich vzdalenosti. Prodluzuje se
interkapilarni  vzdalenost, a nékteré ¢asti kapilar kolabuji. Na arteridlnich koncich
mikrocirkulace je parcidlni tlak kysliku v normé, ale postupné se v pribéhu kapilary podstatné
zmenSuje. Prodluzuje se difuzni dréha pro kyslik, coz snizuje tenzi O, ve vzdalenych mistech

od prokrvenych kapilar. (Necas et al., 2005, s. 208)

Ad d) Pti histotoxické hypoxii dochazi k intoxikaci organismu. Mitochondriim je
zamezena cesta ve vyuziti kysliku, jez nemulze byt akceptorem elektronu na konci dychaciho
fetézce. Netvoii se tak nezbytné mnozstvi ATP, nastava obdobny stav, jako pii nedostatku
kysliku, s vyjimkou toho, Ze ve tkanich vznikd nadbytek kysliku. Venoézni krev je vice
saturovand, nez je obvyklé (nad 75 %). Tim vzniké zCervenani sliznic a kiize. Navic dochazi
ke snizené toleranci organismu na chlad, nebot” se neprodukuje teplo z tvorby ATP. (Necas et

al., 2005, s. 208)

1.1.2 VIiv hypoxie-ischémie na mozkovou tkai v perinatalnim obdobi

V loZisku zasaZzeném hypoxii-ischemii nastdva mnoho tkanovych zmén. Po kratce
pusobici hypoxii se poskodi oxidativni metabolismus v mozkové tkani, tvorbu ATP pievezme

anaerobni glykolyza, tim se zvySuje mnoZstvi laktitu a vznikd kyselé prostfedi. Timto
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zpusobem neni zajistén dostatek ATP. Mozkova tkan zasazena hypoxii zvySuje spotiebu
glukézy pomoci hypoxii dilatovanych cév, které piivadéji vice glukézy pro anaerobni
glykolyzu. Dale tak klesa pH, acidoza se zhorSuje a dochazi ke ztraté¢ cerebrovaskularni
autoregulace. Dochazi tak k mistni ischémii. Dochdzi ke ztrat¢ energetické rezervy

a zvySovana acidoza neni odstranéna. (Kraus et al., 2005, s. 57)

U dlouze ptisobici hypoxie se snizuje srdecni vydej, pritok krve mozkem je omezen.
Vznika tak hypoxicko-ischemicka pficina ptisobici dalsi selhavani produkce ATP. Pti poruse
tvorby energie jsou zasazeny iontové pumpy a uvniti bunky se hromadi ionty Ca®*, Na*, CI
avoda. Naopak extracelularné se hromadi draselné ionty a excitacni neurotransmitery -

aminokyseliny glutamat a asparat. (Kraus et al., 2005, s. 57)

Po intenzivni 1é€bé hypoxie nastupuje posthypoxicka reperfiize, ktera je nezbytna pro
zotaveni mozkové tkan¢ a pro ochranu pred dalsi destrukci. Na opacné strané se timto
procesem zacinaji uvoliiovat volné kyslikové radikaly, které vznikaji mnoha zpiisoby béhem
oxidacniho stresu. Dale se mize zvySovat zanétliva odpoveéd’ s aktivaci cytokind, ¢imz se jen
prohlubuje jiz vznikld cerebrdlni 1éze. (Kraus et al., 2005, s. 57) Ischemickd nekroza je
nasledovand kolikvaci a nakonec vznik4 postmalatickd pseudocysta. Vznika taktéz mozkovy
edém, prvné cytotoxicky, pak vazogenni, v jehoz disledku je stlacovan lumen kapilar, coz tak

dale muze pasobit ischémii. (Ambler, 2006, s. 137)

1.2.1.1 Nasledky poruch mozkové tkané v raném obdobi Zivota

Destrukce nezralé mozkové tkané jako nasledek perinatalniho hypoxicko-ischemického
inzultu je hlavni pfi¢inou mortality a chronického postizeni u novorozencu. (Vannucci
a Vannucci, 2005) Perinatalni hypoxie-ischemie tvoii zdvazny problém jak u déti predcasné
narozenych, tak u déti narozenych v terminu. U obou vznika velké riziko neurologickych
defekth. (Lubics et al., 2005) Tyto defekty mohou mit velmi zavazné a dlouhotrvajici
nasledky v podob&é mnoha rozmanitych motorickych, kognitivnich a behavioralnich poruch
ajsou dusledkem celé tfady postizeni jako je: détskd mozkova obrna, mentalni retardace,
sluchové a zrakové postizeni, epilepsie. (Takada et al., 2011) Dale jedinec miize trpét

neprospivanim, gastroesofagedlnim refluxem, emocnimi akomunika¢nimi problémy,

poruchami uceni. (Kraus et al., 2005, s. 63)

Tézké poskozeni pohybovych schopnosti se vyskytuje u 40 % jedinct s ranou cerebralni

destrukci bez ohledu na porodni vahu a gestacni stafi, frekvence fyzického deficitu se mezi
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vahovymi skupinami nelisi. Jinak je tomu u kognitivnich schopnosti, které se zhorSuji s nizsi
porodni vahou. (Kraus et al., 2005, s. 60) Incidence hypoxicko-ischemického inzultu
Vv neonatalnim obdobi je odhadovéna na 2—4 donoSenych jedincii z tisice narozenych déti.
U déti predCasné narozenych s nizkou porodni vahou je toto ¢islo mnohem vyssi, odhaduje se

az na 60 %. (Takada et al., 2011)

Typy poruch se caste¢n¢ odvijeji od gestacniho obdobi, kdy byl mozek zasazen
hypoxicko-ischemickym inzultem. Pfed¢asny porod se vyskytuje ull % vSech gravidit.
(Stadlin et al., 2003) Zoban (Zoban in Kraus et al., 2005, s. 59) uvadi, Ze toto &islo je v CR
jen 6 %, podobn¢ jako v dalSich stfedoevropskych regionech. Diky zlepSujici se pediatrické
a porodnické péci preziva stale vice pred¢asné narozenych jedinct s nizkou porodni vahou za
cenu toho, Ze se u vétSiny z nich zvySuje morbidita. (Stadlin et al., 2003) Pfi prematurité jsou
jedinci nejvice nachylni k poruchdm bilé hmoty v podobé periventrikularni leukomalécie
(PVL) nebo v podobé periventrikularniho hemoragického infarktu, ktery se taktéz Casto
vyskytuje u zralejSich novorozenct. Periventrikularni leukomalacie je tvotfena viceloziskovou
nekrézou bilé hmoty pfi postrannich komorach a je mozné ji detekovat pomoci ultrazvuku.
(Stadlin et al., 2003) Mezi faktory patogeneze periventrikularni leukomaldcie patii nevyzrala
vaskularizace v bilé hmot¢, dale cerebralni hypoperfuze spolu se zanétlivymi faktory a také
vyvojova zranitelnost oligodendroglii, respektive jejich prekurzorovych bunék, které jsou
znacné citlivé na Uc¢inek volnych kyslikovych radikdlt vznikajicich pii reperfuzi, ktera
nasleduje po ischémii. Ke zvySené pravdépodobnosti vzniku periventrikularni leukomalacie
ptispiva dale intrakranialni krvéaceni a vysoké lokdlni mnozstvi zeleza. Dilezitou roli také
hraje zvySend koncentrace extraceluldrniho glutamatu, jenZ vznikd na zédklad€ ischemie-
reperfuze, aktery ma toxicky ucinek na prekurzorové bunky oligoedendroglii.
Periventrikularni leukomalacie mé4 vliv na ztratu intelektu a je nejcastéjsi pti¢inou détské
mozkové obrny s typickou spastickou obrnou dolnich koncetin. U déti s velmi nizkou porodni
vahou mohou vznikat defekty az hluboko v bilé hmot&. Zmény byvaji nalezeny na axonech

i v gliich. (Kraus et al., 2005, s. 49-50)

1.2.1.1.1 Pievaha ischemické léze v aferentnich strukturach mozku

Struktury jako je parietdlni kira, lemniscus medialis, thalamus, senzitivni cast
mozeCku zpracovavaji informace pro fizeni pohybu a polohy téla z interoceptivnich,
exteroceptivnich, proprioceptivnich, vestibularnich, optickych a dalSich dostfedivych drah.

Zpracované informace z interoreceptotil, z proprioceptorii a z exteroreceptor tvoii vnitini
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trojrozmérné schéma téla, které je umisténé v gravitacnim poli, o némz informuje vestibularni
aferentace. Schéma téla je zasazené do okolniho prostoru, jenz je detekovan pomoci
optickych a sluchovych drah. Tyto aferentni struktury maji nejvétsi spotiebu kysliku a jsou
proto citlivéjsi na jeho nedostatek. Pii hypoxickych stavech jsou poskozeny diive nez jiné
mozkové struktury. Informace z téchto struktur tak nejsou vedeny, ani spravné vyhodnoceny
ani pfedany v pfiméiené vystupni formé¢ do nalezitych asocia¢nich motorickych a integracnich
oblasti, ani pak nasledné¢ do vystupnich efektorovych (kortikalnich, subkortikalnich,
kmenovych a spinalnich) ¢asti CNS. (MaresSova et al., 2011, s. 134)

Jestlize takovyto poruseny aferentni informacni tok trva u kojence déle nez 5-6 mésicu,
dochazi k progresi ischemickych poruch na motorické asociacni i efektorové systémy.
Velikost defektu se tak mize zdvojnésobit az ztrojnasobit. Pii roz$ifeni 1éze az na motorickou
¢ast je potieba zacit ihned s 1é€bou, jinak nastane nezvratné poskozeni CNS. Je tfeba mit na
paméti, Ze v tomto obdobi je posturdlné motoricky vyvoj nejrychlejsi. Muze se tak stat, ze uz
tak nefyziologicky vyvoj kojence mize byt zpomalen, nebo zcela zastaven (u velmi tézkych
poruch). (MareSova et al., 2011, s. 134)

1.2.1.2 P#iciny perinatalni hypoxie-ischemie

Jednu z pfic¢in perinatalni hypoxie-ischemie tvoii napf. asfyxie intrapartum nebo
postpartum, intracerebelarni krvaceni, hypoxie u velmi ptedCasné narozenych déti u tzv.
respiratory distress syndromu (RDS). (Maresova et al., 2011, s. 133) Pak to mohou byt
hemodynamické faktory, mezi néz se fadi napf. trombodzy placenty, vrozené ¢i ziskané
trombofilie u matky ¢i plodu, Leidenska mutace v kombinaci s dal§imi ¢initeli (vrozenymi ¢i
ziskanymi) u novorozenct, preeklampsie a kardiovaskularni onemocnéni matky, nebo

infekce. (Kraus et al., 2005, s. 43-55)

Dalsi pfic¢inou ischemické mozkové 1éze mize byt hypokapnie, ktera se miize podilet
na poruse bilé hmoty u novorozence. K hypokapnii dochéazi pti hyperventilaci. Déletrvajici ¢i
hlubok4 hypokapnie zptsobi silnou vazokonstrikci cév v mozku. Nasledné¢ na to vznika
ischemie mozkové tkané, ktera se prednostné vyskytuje v Castech s omezenou perfuzi. Po
navratu bézného parcidlniho tlaku CO, Vv arteridlni krvi nastava vazodilatace, kterd muize
pfispét k intraventrikularnimu krvaceni nebo ho vice prohloubit. Mlze tak napf. vznikat
pontosubicularni nekroza, multicystickd encefalomalacie, mozkovy infarkt, cysticka

periventrikularni malacie, intrakranialni krvaceni, reaktivni hyperémie atd. K takovymto
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defektiim nezralé mozkové tkané vede predispozicné nedostatecné vyvinuté cévniho zasobeni
zranitelnych oblasti, dale G¢inky cytosind a liposacharidd, jez zesiluji poskozeni bilé hmoty,
ataké nedostatek antioxidant, ktery je zpiusobovan excitatnimi aminokyselinami. Po
rychlém pieruseni hyperventilace miize dojit k reaktivni hyperémii, jez mize u nedonosenych

novorozencu zpusobit krvaceni. (Kraus et al., 2005, s. 45-46)

Pfi experimentech bylo zjisténo, ze ischemie, kterd snizuje perfuzi o 10 %, spotiebuje
vSechno ATP za 20 minut. Pokud se vSak ATP nedostava 30 minut, nastavaji ischemické
zmeény U 10 % neuronti v kafe. Pfi dvouhodinové ischemii vznika difuznéj$i poskozeni,

pti¢emz se ischemické zmény objevuji u 70 % neuronti v kiife. (Kraus et al., 2005, s. 50)

1.2.1.3 Vysoka plasticita CNS v kojeneckém véku

Pomérny nadbytek mozkovych neuronti u ¢lovéka umoznuje relativné vysokou
plasticitu. (Pfeiffer, 2007, s. 78) Mozkova tkan ditéte ma vétsi schopnost plasticity nez je
tomu u dospé€lého jedince. Mozek ditéte ma tak vétsi Sanci pro obnoveni a reorganizaci
mozkovych bun¢k po trazech, ma také lepsi schopnosti v uceni a v paméti. (Kraus et al.,

2005, s. 51)

Poskozenim jednotlivych center v mozku dochazi i k omezeni nebo k vypadku urcitych
funkei, na které se tyto oblasti specializovaly. Podle klinickych poznatkii vSak mlize byt toto
omezeni funkce jen docasné. Po n&jakém case, obzvlast pti aplikaci pfiméfené a cilené 1écby,
se funkce miZe navratit, 1 kdyz ¢asto ve zhorSené kvalité. Z toho 1ze vyvozovat, ze bud’ byly
porusené nervové buiky v zasaZzené oblasti ,,spraveny,” anebo za né prevzaly funkci jiné
mozkové neurony. (MareSova et al., 2011, s. 134) MareSova et al. (2011, s. 134) uvadi, Ze
vysokou periferni stimulaci Ize aktivovat tvorbu novych synapsi a dokonce potencovat
regeneraci nebo itvorbu novych neuront (MareSova et al., 2011, s. 134). S vyrazngjsi
plasticitou souvisi 1zvySend aktivita neurotransmiteri v novorozeneckém obdobi.
Fyziologickd stimulace jednoho typu glutamatovych receptorii miize uvést do pohybu
transkripcni faktory, jez dale podnécuji genetickou expresi podilejici se na uceni a paméti.
(Kraus et al., 2005, s. 51) Plasticita tak umoziiuje piesouvat nékteré¢ nabyté funkce z jedné
¢asti mozku na jinou, pokud u této byla nervova tkan porusena. Jednd se piredevSim o ¢asti

mozkové kiry. (Pfeiffer, 2007, s. 79)
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2 POTKAN (RATTUS NONVERGICUS)

Toxonomické zatazeni:

Ttida: Savci (Mammalia)

Rad: Hlodavci (Rodentia)

Celed: My3oviti (Muridae)

Rod: Krysa (Rattus)

Druh: Potkan (Rattus norvergicus)

(Fran¢k et al., 2009, s. 16)

Divoce zijici potkan je dnes uz celosvétoveé rozsitené zvire, jehoz ptivodnim domovem
byla jihovychodni Asie. Od krysy se odliSuje nejen vzhledem, ale izpusobem zivota
a vyskytem. Potkan diky své vétsi prizpusobivosti a toleranci vlhkého prostfedi krysu na
mnoha mistech vytlacil. Na rozdil od krysy dokaze velmi dobie plavat. Potkani Ziji v kolonii,
ve které je hlavni jeden par zvifat a ostatni ¢lenové jsou jejich ptibuzni. V kolonii je zavedena
sloZitd vnitfni hierarchie, kterd reguluje pocet a kvalitu mlad’at. Silngjsi jedinci se nikdy
nepafi s témi slabsimi. Ti jsou vytlaCovani na okraj spoleCenstvi a nemohou se zapojit do

rozmnozovani. (Fran¢k et al., 2009, s. 16)

Potkan jako laboratorni zvife se zacal vyuZzivat v poloviné 19. stoleti (tehdy jesté
v divoké formé). Prvni pokusné chovy byly zapocaty po roce 1880, jejich cilem bylo ziskat
stejnorodou populaci. Dnes mezi nejpouzivanéj$i potkani kmeny patii albinoticky kmen

Wistar, kmeny Long Evans, Srague-Dawley a Fischer. (Franék, 2009, s. 17)
Potkan patii mezi nejpopularngjsi a nejvice uzivana laboratorni zvifata. Jeho vyuziti se
rozsitilo podle toho, jak se vyvijely jednotlivé vyzkumné techniky. Manipulace s potkany

jako s laboratornimi zvitaty ijejich drzeni probiha bez vétSich komplikaci. (Baker et al.,
1980)

Potkani se mohou rozmnoZovat cely rok. Biezost samice trva 22—24 dni, poté se rodi
1-15 mlad’at. DoZivaji se az 4 let. Jedna ctvrtina zvifat vSak nezije déle nez 20 mésict.

(Frangk et al., 2009, s. 16)

2.1 Vyvojovy vék potkana — od narozeni po dospélost

Staii experimentalnich zvifat se mtze riznit a podobn¢ je tomu i u potkand. Fakt, Ze na

véku zélezi, je Casto v neurovédach piehlédnut ¢i opomenut. Proto je dilezité si uvédomit, Ze
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kazdy veék zvifete nese S sebou iuréity model neurovyvojové vyzralosti, ktery ovliviiuje
vysledky vyzkumu. Je potfeba prihlizet k moznym odliSnostem mezi nedospélymi
a dospélymi jedinci. Dulezité je si taktéz uvédomit, ze vyvoj mozku nekonci pubertou, ale
pokracuje i po ni. Kvantitativni zmény se mohou objevovat jak postupné, tak nahle. Méni se
pfitom mechanismy, které piasobi urcity neurofyziologicky proces, jak zvife starne.

(McCuthceon a Marinelli, 2009)

Jak potkani, tak mysi maji podobny vyvojovy profil. Aby se mohlo urcit, kdy je zviie
dospélé, je potieba zhodnotit jednotlivé vyvojové milniky, které zvife dosahuje v pribéhu
celého vyvoje az k dosazeni dospélosti. Ve 21. dni po narozeni je U hlodavce ukoncena
kojeneckd faze. Poté nasleduje sexudlni zrani. VEk sexudlni zralosti se individudlné lisi.
Sexualni zralost u samic je datovana piiblizn€ na 32.—34. den po narozeni, u samct je to skoro
0 14 dni pozdé&ji, kolem 45.-48. dne po narozeni. Samotna sexualni zralost vSak neznaci
zacatek dospélosti, ale spiSe pocatek adolescence. Toto obdobi je spojeno se zménou chovani
vV podob¢ riskantnéj$iho chovani nebo v podobé socialni hry. To vSe pietrvava az do rané
dospélosti, kterd se odhaduje na 8. tyden po narozeni (cca 63. den). Obcas se za ekvivalent
veéku povazuje hmotnost hlodavce, coz miize pfinést zna¢né nepifesné vékové udaje hlodavci.
Nebot, jak se ukazalo, hmotnostni informace potkana se ruzni, jak mezi prodejci
laboratornich potkanti, tak mezi jednotlivymi koloniemi téchto zvifat. Hmotnost by méla byt

pouze piibliznym ukazatelem véku. (McCuthceon a Marinelli, 2009)

Jednodenni mladé potkana je ztélesnénim 18—20 tydenniho gestacniho stafi u lidi, coz je
obdobi, ve kterém lidsky jedinec neni schopen piezit. (Stadlin et al., 2003) Ttidenni mladé
potkana pfedstavuje stale velmi nevyzralou mozkovou tkan. V této dob& se tvoifi axony
v mozkové tkani, vyviji se bild hmota mozkova. Tento model odpovidd 24-28 tydnim
gestace u lidského jedince. Sedmidenni mladé potkana, nejcastéji uZivany model pro vyzkum
neonatalni hypoxie, odpovida 30-34 tydnim gestace u lidského fétu. (Tai et al., 2009)
U desetidenniho mladéte, je stddium vyvoje mozku potkana ekvivalentni s 36.—40. s tydnem
gestatniho veku Cloveéka. Tento model demonstruje lidského jedince narozeného v terminu.

(Yager et al., 1997) Na obr. 1 je vyznaceny vztah postnatalniho vyvoje ¢lovéka a potkana.
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Obrazek 1. Vztah vyvoje potkana s vyvojem ¢lovéka (rat — potkan, human — ¢lovék) (Counotte et
al., 2011)

2.1.1 Prenatalni vyvojové zmény u potkana

Zrani nervové soustavy je velmi dulezity proces. V prenatalnim obdobi se tvoii a
diferencuji (progenitorové) buiiky, které zdroven cestuji do oblasti, kde natrvalo zistanou.
Axony i dendrity se vétvi a formuji synaptické spoje, které tak tvoti konstrukci zakodovanych
informaci po zbytek zivota. Tésné pfed narozenim se eliminuje nadmérny pocet synapsi
ptiblizn€é na polovinu programovanou bunécnou smrti. Dalsi stddium eliminaci bunéénych
spojii, které nasleduje po vyrazném piesahu synaptickych spoji a receptorovych jednotek,

probiha v puberté. (Andersen, 2003)

2.1.2 Rané vyvojové postnatalni zmény

Jak se potkan vyviji od embrya po dospé€lého jedince, dochazi k fad¢é vyvojovych zmén,
které se uskuteciiuji béhem raného postnatalniho vyvoje. (Counotte et al., 2011) Dale béhem
prvnich tydnti po narozeni neuroutransmiter kyselina y-aminomaselna (GABA), ktera ma
v tomto obdobi vliv na proliferaci, migraci, diferenciaci a smrt bunék a na zrani synapsi, se
méni zZ depolarizujiciho na hyperpolarizujici mediator, ¢ili z exitaéniho plsobeni vznika
inhibi¢ni vliv, ktery miZeme pozorovat u dospélych jedinci. (Herlenius a Lagercrantz, 2004)
V nékolika prvnich tydnech se taktéZ zméni usporadani nejen GABA. ale i glutamatovych
receptorovych podjednotek. Takové zmény vyznamné zméni dusledky uvolnéni
neurotransmiterll a aktivaci receptoril v prvnich stupnich vyvoje. (McCuthceon a Marinelli,
2009) Pii narozeni dopaminergni ukazatelé, zahrnujici aktivitu tyroxin hydroxylazy, obsah

dopaminu azpétné vychytavani, jsou kolem 10% urovné¢ dospélého potkana.
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Neurotransmitéry dopamin a serotonin maji podobn¢ jako GABA vliv na trofickou funkci
bunék. Hraji roli pti déleni neuroblasti, v bunééné migraci a ve formaci synapsi. (Andersen,
2003) Nadbytek serotoninu narusuje fyziologicky vyvoj somatosenzorické Kkdary.
V perinatalnim obdobi se zvysuje poCet D1 receptort, jejichZ pomoci se reguluje transkripce
gend. Pfi perinatdlnim poskozeni téchto receptori mohou vznikat dlouhodobé nasledky.
(Herlenius a Lagercrantz, 2004) V raném obdobi (cca 21. den) se objevuje myelinizace

primarnich motorickych a senzorickych oblasti. (Counotte et al., 2011)

2.1.3 Adolescence

Adolescence je upotkana datovana mezi 25.-50. dnem po narozeni. Kortikalni
asociacni oblasti, napiiklad prefrontalni oblast, kterd zahrnuje integraci senzomotorickych
procest, se vyvijeji v pozdé&jsim obdobi adolescence nez primarni senzorimotorické oblasti,
které jsou zodpovédné za primarni preziti. Asociacni oblasti vyssiho tfadu zavisi na nizsich
motorickych a senzorickych oblastech. Jejich propojeni se béhem vyvoje méni, coz ma
neustaly vliv na chovéni jedince. Vyvoj prefrontalni oblasti je charakterizovan kontinudlni
inervaci vldken s neuromodulétory, myelinizaci dlouhych vlaknitych spojl, které zlepsily
spojeni se vzdalenymi mozkovymi oblastmi, a zanikem nad miru vytvotrenych glutamatovych
synapsi. V adolescenci probiha myelinizace v corpus calosum, ktera trva od od 21. dne po
56. den Zivota potkana. (Counotte et al., 2011)

Dopamin je neurotransmiter, ktery hraje dulezitou roli v motorickych a kognitivnich
programech. (Herlenius et al., 2004) Dopaminergni drahy jesté nejsou vyzralé u nedospélych
potkanti a béhem adolescence se méni exprese genti pro dopaminovy receptor. Vrchol genové
exprese se rizni podle mozkovych oblasti, coZ reflektuje nacasovani dozradvani jednotlivych
oblasti. Ve striatu je nejvice dopaminergnich receptori ve 28. a40. dni po narozeni.
U prefrontalni oblasti tomu je az v 60. dni zivota. Aktivita dopaminergnich bunék ve stiednim

mozku je nizka po ukonceni kojenecké faze, nejvétsi je ve 45. dnu. (McCuthceon a Marinelli,
2009)

21



Bakalai'ska prace Vliv perinatalni hypoxie na motoricky vyvoj laboratorniho potkana

3 MOTORICKY VYVOJ LABORATORNIHO POTKANA

Motoricky vyvoj potkana se od lidského docela 1isi kviili rozdilnému ¢asovému trvani
prenatalniho a postnatalniho vyvoje. Dité se narodi v 9. mésici od poceti a dospélosti dosahne
kolem 20. roku zivota, zatimco vyvoj potkana probéhne v n€kolika tydnech. Piesto ve vyvoji
téchto dvou druhit mizeme sledovat urcité podobnosti, kdyz vezmeme v uvahu, ze jeden den

U potkana do jisté miry koreluje s 1 mésicem zivota u ¢lovéka. (Vinay et al, 2005)

Altman a Sudarshan (1975) ohodnotili posturalni a lokomo¢ni dovednosti potkana od 1.
do 21. dne v€ku v otevieném prostoru (open field), nékdy za pomoci rtiznych motorickych
testd. K tomu, aby se mohl potkan kvadrupedalné¢ pohybovat, je zapotiebi, aby byl schopny
proti gravitaci udrzet hlavu pomoci krénich svalii a udrzet télo za pomoci extenze koncetin.
U potkana se statickd podpora téla postupné vyviji po narozeni, jako se tomu déje i U jinych
druhti i u ¢loveéka. Novorozeny potkan ma tendence se po vétSinu ¢asu nehybat v open field
testu. (Altman a Sudershan, 1975) Od 2. dne ziidka na velmi kratkou dobu zvedne hlavu nad
podlozku. (Vinay et al, 2005) Dtive vSak nez udrzi del$i dobu hlavu nad zemi (cca od 8. dne),
se vyviji stabilni opora o ptedni koncetiny. Od 5. dne po narozeni je potkan schopen udrzet
ramena nad zemi, nebot’ funkce piednich koncetin je jiz vyzrala a tvoii oporu pro piedni ¢ast
téla. Opora o lokty a spodni ¢ast piedni koncetiny se objevuje 7. den a opora o tlapky a prsty
8. den po narozeni. Od 9. dne Zivota se zveda celd pfedni Cast trupu, podepfena prednimi
konc¢etinami a hlava je vysoce vytaZzend v tzv. vétfici poloze (sniffing). Prvni lokomoéni
funkce piednich koncetin (zvife je schopné se otacet lateraln¢) se objevuje na konci prvniho
postnatalniho tydne. V této dobé jeste nejsou aktivované distalni Casti prednich koncetin
(prsty se do opory zapojuji az 7., 8. den po narozeni) a zvite se tak pohybuje laterdlnimi tidery
pfi kojeni. Celkové se tedy nejdiiv objevuje koordinace trupu, pak se objevi pohybova
odpovéd’ prednich koncetin, na poslednim misté se objevuje zapojeni prsti na prednich
koncetinach. Rozvoj posturdlnich reakci pro zadni koncetiny potkana ptichazi pozdéji.
Podpora panve se rozviji na konci prvniho tydne zivota a prvni opora o chodidla a prsty se
objevuje 10.—12. den po narozeni hlodavce (zvife schopné kontrolovat selektivni pohyb prsti
na zadnich koncetinach). Samotnd kvadrupedalni chiize ptichézi 12. den Zivota potkana.
(Altman et Sudershan, 1975) Dité se zaina vertikalizovat od 9. mésice a bipedalni chize se
objevuje ve 12.—14. mésici zivota. (Kolaf et al., 2009, s. 104—105) Jakmile potkan otevie oci

(14.-15. den) je uz chlize vyzrala do normalni podoby. Od 16. dne je chiize nahrazena béhem.
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Postupna maturace kontroly statické a fazické funkce svall tedy vedla k postupnému vyvoji
lokomoce od oto¢nych lateralnich pohybt — 4.-9. den, ptes plazeni 7.—12. den, dale pies chlizi
az k béhu. S timto lokomo¢nim vyvojem koreluje i rozvoj spontanni aktivity v open field, kdy
V prvnim tydnu Zivota zvirata nepfekonala témét zadnou vzdalenost, ve 2. tydnu pfi plazeni
aktivita mirn¢ vrostla. Nejvétsi rozvoj lokomoce vsak nastoupil az pti chizi a béhu
a otevienych ocich na zacatku 3. postnatdlniho tydne (zvétSeni prizkumného chovéni).
Zajimavé je, Ze narust aktivity byl v tomto obdobi sledovan jen u téch potkant, ktefi se
pohybovali po pevném hrubém povrchu. Na kluzkém povrchu, narotném na balancni
schopnosti jedince, se aktivita zvétSovala mirnéji a stale pokraCovala jeste ve 21. dni po
narozeni. To dokumentuje stale se vyvijejici lokomoc¢ni schopnosti. (Altman a Sudershan,
1975) Takovyto vyvoj zavisi na dozravani mnoha systémd, jako je muskulo-skeletalni systém,
senzomotoricky systém, a s tim souvisi maturace vy$sich nervovych struktur CNS. Dozravaji
ascendentni drahy, které poskytuji senzorické informace a sestupné drahy, z nichz jako
posledni vyzréavaji kortikospinalni drahy v miSe. (Vinay et al., 2005) Déle je zajimavé, ze
nckteré dovednosti 1ze za zvlastnich okolnosti (viz test negativni geotaxe) vyvolat diive, nez
je jejich ptirozeny vyskyt, coz svéd¢i 0 tom, Ze neurdlni okruhy jsou vyzralé diive, nez se

projevi ve spontanni motorice. (Altman a Sudershan, 1975)

3.1 Motorické testy pro potkany

Pro sledovani motorického vyvoje a motorické aktivity potkant i mysi bylo vytvoreno
velké mnozstvi motorickych testd. Kazdy test je uspofddan tak, aby odrazel urcity typ
motorické funkce (dovednosti), poptipadé¢ odhalil funkcni deficity, které by mohly byt
zpusobené neurologickou poruchou. Pro lepsi pfedstavu fenotypu zvifete je vhodné zvife
vystavit vice testiim, jeZ se zamétuji na rizné dovednosti. Pro zvoleni vhodnych motorickych
testll je potieba brat v tivahu tato kritéria: platnost, spolehlivost, citlivost a uzite¢nost. (Brooks

a Dunnet, 2009)

Kritérium platnosti hodnoti, jak moc se motorické chovani zvitete priblizuje Kk chovani
lidského jedince. K ¢emuz patii i odpovéd’ na experimentalni manipulaci u zvitete, ktera
muze byt s jistotou pifedvidand iu cloveéka. Kritérium spolehlivosti urcuje schopnost
reprodukce testu. Jedna se o pravdépodobnost, Ze test bude piinaset stejné vysledky i pfi
opakovani testu, ¢ehoz neni tak snadné dosahnout. Vyskytuji se komplikace v podob¢ tnavy
nebo v podobé efektu uceni pii opakovani testu. Pfi tomto kritériu je vSak dulezité, aby

stejnych vysledkti dosahovali irlznd vyzkumna pracovisté. Testy tak musi mit
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standardizované hodnoceni. V kritériu citlivosti je zahrnuto, které c¢asti mozku jsou
poskozeny. Test, ktery miize byt vysoce citlivy v jedné oblasti motorického systému, tak
nemusi byt vhodny pro testovani jiné motorické sféry. Pomoci tirovné citlivosti testu je mozné
zjistit rozdily mezi zkoumanymi skupinami. Kritérium uzitecnosti optimalizuje silu statistiky
Vv testu. Cilem je zjistit pouze jasné rozdily mezi experimentalnimi podminkami. (Brooks

a Dunnet, 2009)

Nize uvedené motorické testy jsou Casto uzivany pii testovani ischemické mozkové
1éze. Jejich pomoci lze odhalit jednotlivé motorické deficity zpiisobené perinatalni hypoxii
a dale dokumentovat zménény ¢i nezménény motoricky vyvoj postizenych hlodavcl. Mezi
tyto testy patii predevsim hodnoceni motorickych reflext, testy na motorickou koordinaci,

testy na motorickou aktivitu, testy na obratnost koncetiny.

3.1.1 Neurologické reflexy

Pro uréeni motorického chovani potkana v raném obdobi slouzi neurologické reflexy
(Woodworht et al., 2011), které jsou odrazem vyvoje nervového systému. Nejvice reflexii se
objevuje po 7. dni od narozeni potkana. PoruSené kratkodobé reflexologické vystupy maji

vztah k dlouhodobé¢jsim funk¢nim deficitim. (Lubics et al., 2005)

Head lifting (zvednuti hlavy): V testu jsou hlodavci umisténi do otevieného prostoru
amefi se, kolikrat za ur€itou dobu zvednou hlavu ze zemé. Normalni potkani jsou schopni
vice zvedat hlavu od 8. dne jejich Zivota a doba, po kterou zvitata drzi zvednutou hlavu, se

vyrazn¢ zvySuje v dalSich tfech tydnech Zivota. (Woodworht et al., 2011)

Vzprimovaci reflex: Potkani jsou umisténi v supinacni poloze (na zaddech) a pii tom se
méii doba, za kterou se dostanou do pronacni polohy tak, aby se dotykali vSemi
¢tyfmi koncetinami podlozky. (Lubics et al., 2005) Béhem vyzravani se zlepSuje provedeni
i rychlost tohoto pohybu. (Woodworht et al., 2011) Vyzrala podoba napifimeni se vyskytuje
15.-16. den po narozeni, kdy =zvife rychle v souhfe propoji oporu o vSechny CcCtyfi

koncetiny spolu s napfimenim trupu a zvednutim hlavy. (Altman a Sudarshan, 1975)

Reflex uniku: Zvitata jsou umisténa doprostfed kruhu s uréenym primérem. Pak je
zaznamenan den, ve kterém se potkani za¢nou hybat smérem pry¢ z kruhu (za pomoci obou
prednich konéetin). (Lubics et al, 2005) Od 8. dne jsou zdravi jedinci schopni uzivat piedni
koncetiny k plazeni, zatimco zadni koncetiny jsou Casto pasivné tazeny za télem zvifete.

(Altman a Sudarshan, 1975)
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Negativni geotaxe: Zadni koncetiny potkana se umisti pfesn¢ do prostfed naklonéné
roviny s tthlem sklonu 45°. Potkan je oto¢en hlavou dolt. U tohoto reflexu se sleduje, kolikaty
den po narozeni a za jak dlouho je zviie schopné se otocit a vylézt na vrchol naklonéné desky.
(Lubics, 2005) Tento test hodnoti vestibularni a posturalni reflexy. Zdravi jedinci jsou
schopni se na naklonéné roviné otoCit a zaujmout polohu na vSech ctyfech koncetinach
s nadzvednutym trupem ve vzoru vyzralé chiize jiz 9. den po narozeni. Tento jev se vyskytuje
0 nékolik dni dfive, neZ je bézny projev kvadrupedalni chiize v open field (vyskytuje se az
12. den zivota). (Altman a Sudarshan, 1975)

Cliff avoidance (unik od svislé steny): Predni tlapky zvifete jsou umistény na kraji
plochy tak, aby jejich nos pfecnival ptes okraj. Méfi se doba, za kterou hlodavci odsunou bud’
obé své predni konletiny od okraje srazu, nebo vycouvaji, anebo se oto¢i a utecou.
(Woodworht et al., 2011) Tento obranny reflex se ziidka objevuje v prvnim dni po narozeni.
Castda odpovéd se uzdravych potkanti oekiva kolem 7. dne po narozeni. (Altman

a Sudarshan, 1975)

Limb grasp (iichopovy reflex): Tenky drat se dotkne piedni azadni koncetiny
a zaznamenava se den, kdy zvife drat svymi koncetinami sevie. U zdravych potkant se reflex
pro ptedni koncetinu objevil 6. den, pro zadni koncetinu se uchop vyskytl 8. den zivota.

(Lubics et al., 2005)

Limb placing reflex (umisténi koncetiny): Umisténi konéetin na okraj desky se sleduje
pfi zav&Seni hlodavce. Zadni ¢asti jeho pfedni a zadni tlapky se dotykaji okraje desky,
zatimco hlava a télo jsou podpirané. (Lubics et al., 2005) Zaznamenava se prvni den, kdy
zvife umisti své tlapky na desku a opora je doprovazena extenzi v ky¢li, v koleni a plantarni
flexi v hlezennim kloubu. (Marcuzzo et al., 2010) Fyziologick4d odpovéd’ na tento podnét se
u pfedni koncetiny objevuje kolem 9.—10. dne, u zadni koncetiny az ptiblizné od 13. dne po
narozeni potkanl.. Tento reflex je zavisly na dozrani vestibuldrniho a taktilniho systému
(dozrani mozkového kmene a kiiry) u pfednich koncetin. Pozd¢jsi vyskyt reflexu na zadnich
koncetinach, ktery je pfibuzny se skokovymi reakcemi, mize byt podminén pozdéj$imi

proprioceptivnimi mechanismy (zapojené mozeckové funkce). (Altman et Sudarshan, 1975)
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3.1.2 Testy na motorickou koordinaci

Grip strenght test (test sily uchopu): Je specificky test, ktery k méfeni vyuziva vice
zpuisobtl. Jeden z nich je, Ze se hlodavec musi udrzet na naklonéné nebo pfevracené rovin€ po
urcity casovy limit (napf. jedna minuta). Tento zplisob neni citlivy, nebot’ se pii ném hodnoti
jen napnuti svalti na piednich koncetinach. Test je také zavisly na hmotnosti zvifete. (Brooks
a Dunnett, 2009) Lubics et al. (2005) ve své studii uvadi 2 modifikace tohoto zptisobu. Jeden
Z nich je inclined board test (test naklonéné roviny), kde jsou zvitata umisténa na desku, ktera
se postupné zveda. Pfi tom se zaznamenava nejveétsi ostry uhel naklonéné roviny, ve kterém je
zvite jeSté schopné udrzet svou polohu po dobu 5 sekund. Druhy z nich je vertical screen test
(test svislé stény). Potkani jsou poloZeni na horizontalné umisténou rovinu, ktera se béhem
2 s postavi do svislé polohy. Zvifata jsou pak sledovana po dobu 5 s. Hodnoceni sily ichopu
se ud€luje podle toho, jestli se zvife udrzelo desky po celych 5 s, nebo béhem téchto
5 s spadlo, anebo spadlo ihned pti zvedani stény. Dalsi zptisob grip strength testu je, ze se
hlodavec zavési prednimi tlapkami na napnuty drat (lanko) — horizontal wire test. Pfi testu
pouze jedné predni koncetiny, je druha pfedni koncCetina zalepena lepici paskou, aby se
nemohla ucastnit zavésu. (Lubics et al., 2005) Zvife ma tendence si pomahat zadnimi
koncetinami, aby se udrzelo na lang, co nejdéle. Mé&ii se ¢as, dokud zvite nespadne dolu. (Fan
et al., 2005) Tato dovednost se nezacne vyskytovat diive, nez jsou potkani star$i 11 dnd, Casto
vSak dozrava az do 21. dne po narozeni. (Altman a Sudarshan, 1975) | zde ma hmotnost

zvifete dulezitou roli. (Brooks a Dunnett, 2009)

Rotarod test (test na rotujici tyci): Tento test byl vytvofen pro hodnoceni
komplexnéjSich koordinaénich lokomoc¢nich schopnosti. (Altman et Sudarshan, 1975) Potkani
JSOu umisténi na otacejici se kulaté ty¢i s hrubym (vroubkovanym) povrchem, ktera se mize
otaCet bud’ rovnomérnou rychlosti, nebo se zrychlenim. Zvlasté zrychleni se mizZe velmi liSit
Vv riznych studiich, ale vétSinou se pohybuje mezi 0 az 40 rotacemi za minutu. Potkani jsou
tak nuceni béhem rotace ty¢e udrzovat rovnovahu, aby nespadli. Pfi tom se méfi Cas, ve
nerozliSuje, kdy je pad v ruznych rychlostech zptisobeny motorickou inkoordinaci a kdy je
potencovany Unavou, kterd je s timto spojend. Zatimco test s konstantni rychlosti je citlivéjsi,
nebot’ poskytuje oddélend data pro dany stupen rychlosti. Nevyhody testu mohou spocivat ve
tiech aspektech. Prvni z nich je, Ze se zvifeti mize podafit zachytit se tyCe, a tak se nechat dal

pretacet spolu s ty¢i, aniz by doSlo k padu. Druhy nechtény jev mulze nastat, kdyz zviie
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odmit4 podrobeni se testu tim, Ze jakmile je umistén na otacejici se ty¢, skoci dolti. K tomuto
jevu nejcastéji prispiva dlouhodobé testovani, béhem néhoz si zvite zvykne, ze mu pfi padu
nehrozi zadné nebezpeci. A tfeti nezddouci fenomén, ktery maze zkreslovat vysledky, mtize
byt riznd vaha zvifete. Téz$i hlodavec ma horsi vysledky nez leh¢i. Z toho plyne, ze
neurologickou poruchou indukovana niz$i hmotnost mize zdanlivé nahrazovat zhorSenou

motorickou koordinaci. (Brooks a Dunnett, 2009)

Grid walking/stepping (chiize po mrizce): Potkani jsou umisténi na miiz, kterd je
umisténa nad zemi. Pocita se pocet spravnych krokti umisténych na kovovou konstrukci
a pocet chybnych krokl, kdy se pravd nebo leva, pfedni nebo zadni koncetina propadne
v otvoru v miizi. (Lubics et al., 2005) Je vak mnoho variant tohoto testu. Casto pouZivany je
ledder rung test (zavésny zebiik), ktery musi potkan piejit. Koncéetiny by pifi kroku mély
svirat kazdou pticku horizontalné zavéSeného Zebiiku. Rozestupy mezi jednotlivymi ptickami
mohou byt stejné, ale i rizné. Zalezi na tom, jak chceme ménit koordinacni obtiznost testu.
Odlisné rozestupy délaji test citlivéjsi, atak se muze odhalit mensi fokalni kortikalni
dysfunkce. (Brooks a Dunnett, 2009) Variabilni rozestupy se mohou pii kazdém testu ménit,
aby si potkani nezvykli na stejnou lokaci a vzdalenost pficek. Testovani muze poskytovat
kvantitativni a kvalitativni analyzu pohybu pomoci video nahravky (Metz a Wishaw, 2002),

pricemz test je citlivy pro kontralateralni ¢i ipsilateralni poruchy a naopak neni vhodny

u nelaterizovanych 1ézi. (Brooks a Dunnett, 2009)

Cylinder test (cylindrovy test): tento test hodnoti uziti pfednich tlapek pii vertikalnim
prozkoumavani okoli. (Woodworht et al., 2011) Potkan je umistén do prithledného valce a pfi
prozkoumévani okoli se dotkne prednimi tlapkami stény valce. Zaznamenava se pocet situaci,
ve kterych zvife uzije kazdou koncetinu ke kontaktu se sténou. Z toho je pak percentudlné
vyhodnoceny pomér doteki mezi pravou a levou stranou. Déle se mize zaznamenévat doba
jednoho kontaktu se sténou. Proces je zaznamenavan na videonahravku. Cylindrovy test je
zaméfeny na jednostrannou poruchu pii Spontannim uZivani predni koncetiny k opote o sténu.
Hlodavci s jednostrannou 1ézi vykazuji niz$i vyuzivani kontralateralni ptedni tlapky pfi opofe.
Tento test nevyZaduje Zadny trénink, nevyzaduje vice jak 5 minut sledovani. (Brooks

a Dunnett, 2009)

Balance beam testy (balancni testy na uzkych rovindch). V tomto testu je hlodavec
nucen se presunout po uzkém tramu k bezpecnému mistu. Hodnoti se pocet, kolikrat
koncetiny zvifete uklouzly nebo udélaly chybu. Déale se méfi doba, za kterou potkan

dojde/dobéhne k bezpecnému mistu. V nékterych studiich (Woodworth et al., 2011) se
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nebo se tram postupné zuzuje. Také se délaji 2 tramové modifikace, aby zkoumany hlodavec
dosahl cile, co nejrychleji a nedrzel se na misté ze strachu, ze spadne. Jedna z modifikaci je,
ze se podél platformy z obou stran piida okraj, ktery tak celkové rozsitfuje Sitku traverzu.
A druhéd modifikace je, Ze misto vodorovného tramu se trdm nakloni, coz podporuje ptirozené
tendence hlodavce utéct smérem nahoru pii jeho Uniku. Tyto modifikace zvySuji citlivost
testu, nebot’ test pak muize byt vyuzit pro ¢asné zaznamenani motorického deficitu. (Brooks
a Dunnett, 2009) V téchto balan¢nich testech jsou zdravi potkani vétSinou uspé$ni az po
otevieni o¢i. Potkani tento ukol dobie zvladnou vykonat pfednimi koncetinami na SirSich
platformach ptiblizné¢ kolem 16. dne po narozeni, na tzkych rovinach az kolem 18. dne.
Chyby v lokomoci zadnich konéetin se mohou u zdravych jedinct vyskytovat jesté 20. den po
narozeni. Na tom lze demonstrovat, Ze balan¢ni schopnosti v lokomoci dozravaji pozdéji nez
samotny typ vyzralé chiize a béhu. Jakmile vSak potkani tlohu zvladnou, zvétSuje se postupné

rychlost jejich pohybu k dosazeni cile. (Altman a Sudarshan, 1975)

Analyza chiize: VysSetieni chiize ndm nabidne detailnéj$i rozbor motorické koordinace
a synchronizaci koncetin. K tomuto vySetfeni kromé¢ videonahravky slouzi tzv. test otiskil
chodidel (foot print test). V tomto testu se natfou predni a zadni tlapky potkana riznymi
barvami anasledné je hlodavec podnicen k chizi v piimé linii (nej¢astéji pomoci rovné
ulicky) po absorpcnim papife. Podle otiskii chodidel zvifete se hodnoti délka kroku, Sitka
baze, prekryti mezi pfedni a zadni tlapkou, rozevieni tlapky a prsti. Test otiskd chodidel patii
mezi jednoduché a piimé moznosti hodnoceni chlize. Videonahravka miize detailné zachytit

jednotlivé aspekty lokomoce. (Brooks a Dunnett, 2009)

Chimney test (kominovy test): Test je vhodny pro Casné motorické ohodnoceni
koordinac¢nich schopnosti. Je koncipovan pomoci sklenéné roury, ktera je umisténa ve
vodorovné poloze. Potkan je vloZen na zaCatek valce. Jakmile hlodavec dosahne druhého
konce, valec je postaven do svislé polohy a potkan se tak ocitne hlavou doli. Jeho ptirozena
reakce ma byt couvani nazpét dovniti vélce. V testu se pocitd pocet jedincii, ktefi zvladnou

couvajici manévr béhem casového limitu. (Balduini et al., 2000)

3.1.3 Hodnoceni motorické aktivity

Test v otevieném prostoru se povazuje za nejjednodussi test pro hodnoceni motorické
aktivity. (Brooks a Dunnett, 2009) V tomto testu jsou hlodavci sledovani pro jejich

motorickou aktivitu a pro jejich prizkumné tendence v chovani. (Lubics et al., 2005) Potkani
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mohou byt umisténi do kulaté nebo do hranaté arény, ktera je rozdélena na urcity pocet Casti.
(Brooks a Dunnett, 2009) Zvite je vzdy umisténo doprostied prostoru s hlavou oto¢enou vzdy
stejnym smérem, pfitom je natd¢eno na kameru. (Lubics et al., 2005) Hlodavec typicky bézi
ke stén¢ a pak prozkoumava cely prostor po obvodu pole pobliz stény. Po Case si zvife zvykne
na nové prostiedi, jeho uzkost se snizi a odvazi se vydat zpét do stiedu pole. Pak nasleduje
opét tnik ke sténé. (Brooks a Dunnett., 2009) Z nahravky jsou pak sledovany tyto parametry:
ujitd vzdalenost, kolikrat zvife zvedne hlavu, vétfeni (sniffing) a vztyCeni se na zadni
(rearing), dale ¢as pohybu, Cas straveny v rozich krabice nebo u stény a Cistici chovani
(grooming behavior). M¢ti se i defekace (pocet bobku). (Lubics et al., 2005) Nevyhodou
tohoto testu je, ze zvifata podléhaji uzkosti vlivem nového prostiedi. To ma dopad i na jejich
motorické chovani. (Brooks a Dunnett, 2009) Zvednuti hlavy s rytmickymi pohyby do stran je
orienta¢ni chovani, které se zacina objevovat od 10. dne zivota. Po 15. dnu se k tomuto
chovani zacne pridavat typické vétreni (sniffing). Tento celkovy pohybovy vzor je zavisly na
maturaci posturalnich reakci. VztyCovani na zadni, kdy se ptfedni koncetiny mohou o néco
opirat (Castéj$i varianta), se objevuje jako soucast priizkumného chovéni a je vice spatfovano
az vdospélém veku. Toto chovdni je povazovano za piipravny pohyb pied lezenim
(climbing), dozrava az s funkéni maturaci zadnich koncetin a zfidka se objevuje do 18. dne po

narozeni v open field testu. (Altman a Sudarshan, 1975)

3.1.4 Hodnoceni obratnosti konéetin

Schodistovy test (staircase test). Poskytuje objektivni hodnoceni dosazenych
dovednosti, kdy se pfedevS§im hodnoti stranova koordinace piednich koncetin. (Brooks
a Dunnett, 2009) Potkaniim je umoznéno dosahnout potravnich granuli uloZenych na
jednotlivych schiidcich schodité, jehoz stied je rozdélen vyvysenou ulickou. Uzka vyvysena
uli¢ka potkanovi zabrani v oto€eni a nuti zvite jednou stranou pretrvavat na vyvySeném miste.
Granule jsou umisténé na stran¢ sestupnych schodii, na které je zvife nuceno dosahnout
a uchopit je jednou predni konéetinou. Test je citlivy na fokalni 1éze motorické kury a na

stridtova poSkozeni. (Tomimatsu et al., 2002)
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4 VLIV PERINATALNI HYPOXIE NA POTKANA

4.1 Perinatalni hypoxie u 7 dni starého potkana - model podle Vannucciho

Model perinatalni hypoxie byl utvoien u 7 dni starého potkana (P7). Tento model se
vSak aplikuje ina vSechna dalSi vyvojova stddia narozené¢ho hlodavce. V tomto véku je
nevyzraly mozek potkana histologicky podobny lidskému mozku v gestacnim stati 32—-34
tydnii. Tehdy zacind byt myelinizovana bild hmota, je dokon¢eno rozvrstveni mozkové klry
a zmensSeni zarodecné vrstvy. Vannucciho model se ukazal, ze je uziteCny v mnoha studiich
perinatalniho hypoxicko-ischemického poskozeni nejen v USA, ale ipo celém svéte.

(Vannucci a Vannucci, 2005)

Hypoxie-ischemie je u 7-denniho potkana provedena jednostrannym podvazanim
arteria carotis communis, po kterém nésleduje systémova hypoxie zptisobend expozici 8 % O,
ve zbytku N, a pii teploté 37°C, ktera musi byt béhem plisobeni inzultu i po ném stale stejna,
aby vznikalo neménné mozkové poskozeni. Takovyto hypoxicko-ischemicky inzult jsou
potkani schopni ptezit 3 i vice hodin. Hypoxicko-ischemicky stav u jedincti vyvolad hypoxémii
kombinovanou hypokapnii, kterd vznika na zakladé hyperventilace. Systémové pH se neméni,

nebot’” hypokapnie kompenzuje vzniklou laktacidémii. (Vannucci a Vannucci, 2005)

Hypoxicko-ischemické poskozeni mozku odpovida u potkani, ktefi piezili vice jak
3 hodiny v systémové hypoxii s kombinaci karotického podvazu, pfiblizné obecné stejnym
naleziim. Po 15-50 hodinové rekonvalescenci se ukézalo, Ze byly hlavné poSkozeny mozkové
struktury ipsilateralné¢ k podvazané a. carotis communis. Byla tak postizena mozkova kura,
subkortikalni a periventrikularni bila hmota, thalamus, hippokampus a striatum (bazalni
ganglia). Ukazalo se, Ze 1éze nabyla formy jak selektivniho nervového poskozeni, kdy glie
a vaskularni aparat byly uSetfeny, tak celostniho infarktu, u které jsou poskozeny vSechny

struktury. (Vannucci a Vannucci, 2005)

Léze neokortexu nabyvd podobné jako uzralych jedinci laminarni charakter,
u které¢ho je poskozeni vrstev 3, 5, 6 nejvétsi. Muze vsak také nabyt sloupcovy charakter,
ktery odpovida vertikalné zapojenym neurontim (kolmé k pia mater) mezi vrstvami, jez tak
tvofi malé okruhy. Takovéto poskozeni mozku se objevuje 1 U nezralych lidskych jedinci,
ktefi byly vystaveni opakovanym hypoxicko-acidotickym atakiim kombinovanym
s hypotenzi. Poskozeni subkortikalni a periventrikularni bilé hmoty se vztahuje na oblasti, kde

se naléza zdroj oligodendroglii, které maji za cil tvofit myelinové pochvy pro axony neurontl.
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Evoluce ischemické bunécné zmény a asociovana gliova reakce probihaji u takto nevyzralého
jedince mnohem rychleji nez u dospélého zvifete, proto je mozné najednou sledovat

U jednoho jedince vyskyt vySe uvedenych mozkovych 1ézi. (Vannucci a Vannucci, 2005)

Hypoxicko-ischemickou 1ézi doprovazi edém, ktery se objevuje na ipsilateralni strané
jako karoticka okluze. Béhem pisobeni hypoxického inzultu (bé¢hem cca 3 hodin) roste objem
otoku, ktery za¢ne klesat, jakmile se obnovi reperfiize. Postupné se vSak zacne opét zvétSovat.
Jeho navyseni je ovlivnéno dobou plisobeni hypoxie. Kdyz hypoxicky inzult plisobi 1 hodinu,
vznika stiedné t€Zky otok a jeho velikost vrcholi 4. hodinu po ukonceni ptisobeni inzultu,
vstiebd se do 72 hodin. Kdyz vSak hypoxické pilisobeni trva hodinu a ptl, objem otoku je
nejvetsi za 24 hodin a nevstieba se ani za 72 hodin. Ischemicky inzult, ktery trva mezi 2—3mi
hodinami a zptsobuje tak destrukci mozkové tkané u vétSiny zvitat, pusobi edém, ktery se
stale zvétSuje jesté 3. den po plsobeni inzultu a je stale patrny i 6. den. (Vannucci a Vannucci,
2005)

Pro vysetteni integrity hematoencefalické bariéry béhem regenerac¢ni faze (0-24 hodin
po ischemickém inzultu), je do téla postizeného jedince vpravena latka v podobé& peroxidazy
(horseradish peroxidase). Unik peroxidazy mimo vaskularni aparat do mozkového
parenchymu byl spatfen na 89 % zkoumaného mozku. Tento vyskyt téméef odpovida 92 %
zménéné mozkové tkané u histologického nalezu. Zbarveni tkdné¢ se nachazi na ipsilateralni
strané a miize mit podobu lokalniho tmavého zabarveni s bledym pozadim, které je patrné
v mozkové kife, predev§im v oblasti a. cerebri media ato ve 3., 5. a6. vrstvé, dale
v hippokampu, striatu a thalamu. Mén¢é zfetelné zbarveni a spiSe difuzniho charakteru je
zjevné v subkortikdlni a periventrikuldrni bilé hmoté. Zbarveni lze sledovat 1V podobé
sloupcti, podobné¢ jako tomu bylo i U histologického nalezu mozkového poSkozeni. Naopak
zbarveni nebylo nikdy vidét na opacné strané, nez se nachazela okluze karotidy. Z toho plyne,
ze edém je vzdy pfitomny anevyhnutelny disledek ischemické perinatalni 1éze, ktera

zpusobuje nekrozu mozkovych ¢asti. (Vannucci a Vannucci, 2005)

Pii zkoumdni toku krve v jednotlivych strukturach ipsilaterdlni hemisféry, bylo
zjisténo, Ze tok krve neni ovlivnén pouze unilateralnim podvazanim karotidy, ale i naslednou
hypoxii-ischemii. Po dobu 2 hodin béhem plsobeni hypoxicko-ischemického inzultu tok krve
v subkortikalni bilé hmoté¢ byl o 15 % mensi nez jsou kontrolni hodnoty. V neokortexu
dochézi ke snizeni o 17 %, ve striatu 0 34 % a v thalamu aZz o 41 %. Hierarchie omezeného
pritoku krve souvisi s distribuci a S rozsahem mozkové 1éze. Pro méfeni toku krve byl vyuzit

radioaktivni izotop (isopropyl-[14C]-iodoamphetamine) béhem hypoxie-ischemie. Pomoci
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stopové latky lze vidét sloupcovou distribuci preferencni perfuze v mozkové kite, coz uzce
souvisi s patologickym vzorem mozkového poskozeni u nevyzralych potkant. Nedostatek
perfuze se vyskytuje i u dorzolateralniho striata a ventrolateralniho thalamu, coz patrné
vysvétluje Casty vznik ischemické 1éze v téchto oblastech. Snizeni perfuze je konstantni
u vrstvy pyramidovych buné¢k v hippokampu, coz nemizeme povazovat za zjevnou pii¢inu
zranitelnosti konkrétnich oblasti této struktury. V tomto pifipadé budou hlavni roli pfi

poskozeni hippokampu hrat metabolické faktory. (Vannucci a Vannucci, 2005)

Déle jsou utohoto modelu popsané mozkové metabolické odchylky. Hodnoti se
regionalni uziti glukézy v mozku. Spotieba glukozy se zvétSuje u vSech 8 analyzovanych
mozkovych struktur u téze mozkové hemisféry jako je karotickd okluze. Rozpéti se pohybuje
od 287 % ve frontalni bilé hmoté az k445 % navySeni spotieby glukozy ve striatu
V porovnani s kontrolnimi hodnotami. Podobné hodnoty ve spotiebé glukézy vykazuje
| kontralateralni hemisféra oproti vysledkiim kontrolni skupiny. Navyseni spotieby glukozy
U obou hemisfér, ptestoze jen jedna z nich je poskozend, svédc¢i o rozdilu mezi hemisférami
pfi uziti glukézy aerobni ¢i anaerobni cestou. Anaerobni zplsob ziskavani energie se
vyskytuje zejména v posSkozené hemisféte, zatimco aerobni cesta ziskavani energie neni v této
hemisféte prakticky mozna. Zasoby ATP vzniklé timto zptisobem jsou tak rdzem vycerpany.
Naopak neposkozena hemisféra miize t€zit energii obojim zpiisobem, coz zajisti dostate¢né

uchovani vysoce energickych fosfat. (Vannuci a Vannucci, 2005)

Zasoby fosfokreatinu a ATP U ipsilaterdlni hemisféry klesaji béhem 3 hodinové
hypoxie-ischemie na hodnoty mensi nez 10 % Vv porovnani s kontrolni skupinou. Mnozstvi
AMP se ustejné hemisféry prudce zvysilo. Navzdory tomu bylo zaznamenano nepatrné
zvySeni glukézy v krvi po 20 minutdch hypoxie-ischemie. Hodnoty glukézy a glukézy-6-
fosfatu se vsak v mozkové tkani vyrazné snizily. Dale se snizily v porovnani s neposkozenou
hemisférou koncentrace vSech glykolytickych meziproduktl kromé& laktatu. Nahromadéni
mozkového laktatu, se kterym tzce souvisi navySeni laktatu v krvi, bylo minimalné zvysSené
Vv ipsilateralni hemisféfe oproti poméru pyruvatu/laktatu, ktery byl zvySeny 3krat nez tato

hodnota u kontralateralni hemisféry. (Vannucci a Vannucci, 2005)

Regiondlni zmény ve fluorescenci NADH (reflexe na redoxni déje) se objevily na
ipsilateralni strané v hippokampu av mozkové kiie po jedné hodiné pusobeni hypoxie-
ischemie. Sloupcovity charakter fluorescence NADH se vyskytuje utohoto modelu
v neokortexu, coz kopiruje vyskyt patologického nalezu. V hippokampu jsou zmény NADH
znat v CAl, v CA2 i v CA3 sektoru. Korelat mezi poklesem fluorescence NADH a poklesem
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ATP a fosfokreatinu nasvédcuje, ze snizena formace NADH muze byt limitujicim faktorem

Vv resyntéze vysokoenergickych fosfati. (Vannucci a Vannucci, 2005)

4.2 Motoricky vyvoj - modely perinatalni hypoxie

V textu nize je uveden piehled 3 modeli perinatalni hypoxie laboratorniho potkana.

4.2.1 Jednodenni model (P1) perinatalni hypoxie

Strata et al. (2004) se pokusili sestavit perinatalni hypoxicky model hlodavce, ktery by
napodobil hypertonické motorické dysfunkce, které se vyskytuji u déti s DMO. Pro tento
zamér nechali vytvofit 2 skupiny potkanti, které¢ prodélaly intermitentni imobilizaci zadnich
koncetin. Celkové tak byly vytvofeny 4 skupiny, které se délily na: 1. kontrolni jedince,
2. jedince postizené hypoxii, 3. senzorimotoricky omezené jedince a 4. senzorimotoricky
omezené jedince postizené hypoxii. (Strata et al. 2004)

Perinatalni dvojnasobnd hypoxie byla u potkanti ve 37 °C zptsobena 2 x 12 minutovym
od prvniho hypoxického inzultu. Senzorimotoricka restrikce byla provedena na zadnich
koncetinach, které byly v extenzi pfimknuté k sobé za pomoci lepici pasky. Motorickd
restrikce u vybranych skupin trvala 16 hodin denné od 2. do 28. dne po narozeni. Potkani
s motorickou restrikci se mohli voln¢ hybat 8 hodin denné. (Strata et al. 2004)

LRA4

U vSech skupin byla pravidelné sledovand hmotnost. Nejniz§i hmotnost byla
zaznamenana u potkanti s imobilizaci zadnich konéetin. Hmotnost byla az o 55 % nizsi
Vv porovnani s kontrolni skupinou a hypoxickou skupinou. Hmotnostni rozdily byly

dlouhodobé. (Strata et al. 2004)

Dale byly zaznamenany zmény v primarni motorické kute, které byly patrné u vsech
experimentalnich skupin, nejvétsi degradace motorické oblasti se vyskytla u zvifat

s imobilizaci zadnich koncetin. (Strata et al. 2004)

Ve 3 mésicich po narozeni byla zvifata podrobena zkouSce rezistence na rychlosti
pasivniho pohybu, kterd byla méfend pomoci modifikované Ashworthovy Skaly na zadnich
koncetinach. Skore se riznilo od 0 (Zadné navySeni ve svalovém napéti) do 5 (velmi rigidni
ve flexi nebo v extenzi). Tii pozorovatelé hodnotili svalové napéti v riznych rychlostech
pasivniho pohybu na prstech chodidel, v kotniku, v koleni av ky¢li zadnich koncetin.

Spasticita nebyla zjisténa u zadného z kontrolnich zvifat, zatimco zvySend rezistence byla
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objevena u vSech 3 experimentalnich skupin. U hypoxickych potkant bylo zjisténé zvysené
napéti na prstech, napéti se vSak neprokazalo ve vysSich segmentech. U obou skupin
s imobilizaci zadnich koncetin se ukazalo velice zvySené napéti a tuhost v kolenich
a Vv hlezennich kloubech za flexe v koleni a dorziflexe v kotniku. Dale byl u téchto zvifat
Castym ukazem omezena hybnost v jednotlivych kloubech. (Imobilizace zadnich koncetin
trvala vzdy 2/3 dne a 2 mésice pfed méfenim rezistence nebyla imobilizace provedena viibec.)

(Strata et al. 2004)
Motoricky projev jednodenniho modelu:

Od 3. tydne po narozeni po nasledujicich 5 tydnl byli potkani podrobeni zkouSce

motorickych dovednosti a analyze chiize. (Strata et al. 2004)

Chlize byla hodnocend v open field testu za pomoci video zaznami. V chlzi byl
hodnocen: 1. pohyb, kdyZz zadni konéetina byla v kontaktu s podlozkou, 2. zhoupnuti, faze
mezi stojnymi fdzemi jedné koncetiny, kdy se koncetina zveda, 3. délka kroku. Test byl
proveden po 3—4 hodinach po uvolnéni imobilizace zadnich koncetin. Parametry, které béhem
chtize byly sledovany: pocate¢ni kontakt zadni konéetinou (dotek prsty, celou nohou, patou),
odpovéd’ na zatizeni zadni koncetiny (stabilita trupu), podpora trupu (zda koncetiny podporuji
trup, nebo jsou v zadni natazené pozici). Pozice zadni koncCetiny (v normalni pozici nebo
v abdukci/v extenzi), interakce mezi koncetinami a trupem (koncetiny pohybuji trupem a ne
trup konCetinami), terminalni postaveni zadni konéetiny (odlehéeni chodidla — odraz),
reciprocni pohyb (stfidani koncetin/vle€eni), rychlost (rychly nebo pomaly pohyb zadni
koncetinou), variabilita pohybu (riznorodost vs. fixovany stereotypni pohyb). V testu byly
zaznamenany horizontalni ¢i vertikalni odchylky v krokovém cyklu, déale bylo sledovano,

jestli se zvifata pohybuji rovné, a jestli je pohyb relativné stejné rychly. (Strata et al. 2004)

Rozdily v chlizi byly patrné u vSech 3 experimentalnich skupin. Odli§nosti v krokovém
automatismu byly velice mirné u hypoxickych zvifat, zato velmi vyrazné u obou skupin
s motorickou imobilizaci zadnich koncetin, mezi nimiZ se dale nevyskytly vyrazné odliSnosti.
Zvysena kloubni ztuhlost, zvySené napéti ve svalech a omezeny pohyb korespondovaly
S chiizi 1 v motorickych dovednostech. Vysledky v 17. dni po narozeni ukézaly, Ze chiize
kontrolnich zvifat se minimalné 1i$i od chlize hypoxickych zvitat, zato stale velké rozdily byly
patrné u obou skupin s restrikci zadnich koncetin, které pii lokomoci vykazovaly posteriorné
extendované zadni koncetiny, omezeny pohyb v kloubech, nepravidelny krokovy cyklus,

neschopnost koordinovat pohyb ptfednich azadnich koncetin, zvednuté pozadi, zevné
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vytoc¢ena chodidla, vleceni chodidel nebo prsti zadnich koncetin za sebou a nestabilni dvou-
chodidlovou oporu s rozsitenou bazi. V nékterych ptipadech hnacim prostfedkem byly pouze
predni koncCetiny, zatimco zadni byly tazené za zvifetem. Ve 24. dnu po narozeni se v chiizi
zlepsily vSechny skupiny, znacné vSak skupiny s restrikci. Hlavni pokles v motorickém
projevu byl vSak zaznamenan 31. den zivota u vSech potkanti, jako mozny néasledek deprivace
po ukonceni kojenecké faze. Dokonce skupiny s restrikci ukazaly ve 31. dni zhorSeni oproti
minulym dnim, pfestoze ve 28. dni po narozeni skoncila jejich pravidelna denni imobilizace
koncetin. 38. den zivota se motorické vysledky opét zacCaly zlepSovat u vSech skupin, piesto
vSak vyznamn¢ pouze u skupin s imobilizaci. Dalsi motorické zlepseni do 45. dne po narozeni
se neprojevilo uzadné skupiny, kdy spiSe nastala mens$i pohybova degradace, zejména
u hypoxickych skupin. V pozd¢jsSich obdobich se u hypoxickych zvifat ukéazalo snizené

pruzkumné chovani v porovnani s nehypoxickymi zvifaty. (Strata et al. 2004)

Na konci 5. postnatalniho tydne byly ziskadny objektivnéjsi vysledky z detailni analyzy
videozaznamu. V inicialnim kontaktu s chodici plochou byl testovany hlezenni kloub
u hypoxickych jedinci vice zdviZen (7,9 mm), nez u kontrolnich zvifat (6 mm), coz potvrzuje
zvySenou ztuhlost chodidla v plantarni flexi. Délka odrazu (postaveni oznaceného kotniku
V pribéhu odrazu z maximalni dorzalni flexe do plantarni flexe) se u hypoxické skupiny sice
casové prodlouzila, avSak vzdalenostné zkratila. Krok oznacené zadni koncetiny se vSak
celkové prodlouzil, prodlouzila se ndkrocna (Svihova) faze oznafené zadni koncetiny. Velké
rozdily se objevily uzvifat simobilizaci. Vertikdlni zdviZzeni hlezenniho kloubu bylo
u nehypoxickych zvifat srestrikci 15,4 mm a u hypoxickych zvifat s restrikci 17,4 mm.
Vyrazny rozdil byl pfedevsim shleddn v celkové kratSi nakro¢né fazi a v kratsi délce kroku.
Kotnik pfi odrazu u zvirat s restrikci neobkresloval oblouk, ale byl horizontalné& vychylen, jak
byla koncetina tazena za télem. Tato abnormalni dynamika byla jesté¢ vice zesilena
U hypoxické skupiny s restrikci. Konec odrazu a §vihova faze byly charakterizované podle
svislého vychyleni zadecku, pficemZ oznacena koncetina, ktera byla taZzend doptedu, se

nachazela v $iroké zevni rotaci. (Strata et al. 2004)

Motorické dovednosti byly posuzovany podle schopnosti potkana pohybovat se po
balance beam (viz obr. 2.) - 2 cm Sirokém tramku, kde se sledovaly parametry: postaveni
zadni koncetiny (normalni flektovana nebo lateraln¢ extendovand), rychlost (pomald az
rychld), interakce s prostfedim (stupeni prozkoumavani), reciprocni pohyb (stfidavy pohyb,
vleCeni). V tomto testu byly zjevné rozdily mezi skupinami i rozdily béhem casu. V 17. dnu

véku byla kontrolni a hypoxicka zvifata schopna chodit po tramku, piestoze méla pocatecni
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obtize. Zvifata s imobilizaci zadnich koncetin byla sotva schopna stat na zavéSené roviné, kde
se Casto drzela na strané, pfedtim nez spadla. Hypoxicti jedinci se pohybovali po roviné
pomaleji a jejich prizkumné chovani bylo snizené v porovnani s kontrolni skupinou, ¢asto na
dlouhou dobu zamrzli (freezing) nebo se zastavili, aby mohli provést oCistu (grooming). Ve
24. dnu po narozeni se kontrolni a hypoxickd skupina vyrazné nezlepsila od piedeslého
méfeni, zato vSak byla patrna vyraznd zména u skupin s restrikci. Zvifata ze skupiny
s restrikci tahla své télo po bfiSe pomoci prednich koncetin, zatimco zadni koncetiny byly
drzeny po strandch v exten¢ni poloze. Ve 31. dnu zivota bylo zaznamenéano zlepSeni
kontrolnich a hypoxickych skupin, nikoliv vsSak uzvifat po imobilizaci. Po ukoncéeni
kojenecké faze se vSak kontrolni zvifata zlepSila vyraznéji nez hypoxicka zvirata a naopak
u skupin se senzorimotorickou restrikci, doslo ke zlepSeni u téch s hypoxii dfive, nez jen
U pouze imobilizovanych zvifat. Pozdé€ji se u vSech zvifat objevilo zhorSeni v motorickém

projevu kvili nartisajicim télesnym rozméram. (Strata et al. 2004)

Dale byly motorické dovednosti posuzovany podle rotarod testu (viz obr. 2.) s pomalym
Konstantnim zrychlovanim, dokud nebylo dosazeno maximalni rychlosti (20 otoc¢ek/min).
V 17. dnu zivota mé¢la hypoxickd zvifata lepsi vysledky nez kontrolni skupina. Potkani
s restrikci nebyli viibec schopni se na rotarod udrzet. Hypoxicka zvifata se v testu dal
zlepSovala ve 24. a31. dni po narozeni, zatimco zvifata s imobilizaci byla schopna se na
rotarod udrzet nckolik sekund pii nejpomalejsi rychlosti. Kontrolni i1 hypoxic¢ti potkani
zaujimali vzpfimenou pozici pfimo nad ty¢i a jejich zadni koncetiny se pohybovaly v rytmu
otaceni rotarodu aZ do maximalni rychlosti. Zvifata s imobilizaci zvolila odliSnou strategii pii
chiizi na rotarodu. Jejich koncetiny se nepohnuly, dokud se nenachazely v maximalni extenzi,
a dokud se jejich bficho pfimo nedotykalo tyce, v tomto bod¢ vytahli své celé t€lo pomoci
pfednich koncetin na vrchol oto¢né ty€e. Béhem nasledujicich tydni se situace zménila pouze
pro potkany po hypoxii, ktefi se v 38. dni po narozeni udrZeli na ty¢i kratS$i dobu, neZ
kontrolni zvifata. Ve 44. dni zivota nebylo mozné test provést, zvlasté u kontrolnich, ktera

spadla okamzité, jakmile se dotkla zem¢ ocasem. (Strata et al. 2004)
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Obrizek 2. V grafu jsou ukazané motorické dovednosti u kontrolnich (Cerné sloupecky),

hypoxickych potkanu (bilé sloupecky) a u potkanii s restrikci zadnich koncetin bez perinatalni hypoxie

(Sedé sloupecky) a s perinatalni hypoxii (pruhované sloupecky). A) test chiize v balance beam testu

(ziskané skore), B) rotarod test (méi‘eny pocet sekund, kdy se zviie udrZzi na ty¢i). (Strata et al., 2004).
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4.2.2 Ctyfdenni model (P4) perinatalni hypoxie

Fan et al. (2005) nechali hypoxii-ischemii piasobit 4. den (P4) po narozeni potkant.
Tento vék byl zvolen pro demonstraci 1éze bilé hmoty, respektive 1ézi progenitorovych bunék
oligodendroglii. Ischemie u potkani byla provedena bilateralné na arteria carotis communis.
Za kontrolni potkany byli povazovani jak naivni potkani, tak potkani s chirurgickou
kontrolou, kteti podstoupili operaci bez provedeni okluze arterii. Déale byla ischemicka zvitata
rozdélena do 2 skupin, z nichZ jedna byla vystavena 10minutové hypoxii (HI-10), zatimco
2. skupina byla vystavena 15minutové hypoxii (HI-15). Hypoxickd smeés byla tvoiena
8 % kyslikem — 92 % dusikem. Zvifata s chirurgickou kontrolou byla také vystavena
15 minutové hypoxické expozici, nebyla vSak u nich zjisténa zadna mozkova destrukce po
pouze hypoxickém pisobeni. VSechna zvifata byla usmrcena ve 21. dni po narozeni. (Fan et

al., 2005)

U hypoxické skupiny byl zaznamenany vyrazny pokles v hmotnosti oproti naivni
skupiné€ od 5. dne do 21. dne véku. Stupen somatické retardace se odvijel od stupné hypoxie-
ischemie. Potkani po HI-10 méli o 10 % nizs$i hmotnost, potkani po HI-15 méli o 22 % nizsi
hmotnost, neZ naivni skupina. Otevieni o¢i se objevilo u HI-10 0 1 den pozdé&ji a u HI-15

0 2 dny pozdéji, nez u kontrolnich zvitat. (Fan et al., 2005)

Histologicky obraz u zvifat po hypoxii-ischemii pfedstavil rozsahlou nekrozu v corpus
callosum u 1 ze 6 zvifat po HI-10 au 4 ze 6 zvitat po HI-15 ve 21. dni véku. Nekroza byla
nalezena i u bun¢k kury a hippokampu u potkanti po HI-15. Dale u vSech hypoxickych zvifat
byla objevena ztrata zralych oligodendroglii, hypomyelinizace, ztrata tyrozinovych
hydroxylazovych neuronti a destrukce dendritii a axoni u hippokampalnich bunék. (Fan et al.,

2005)
Motorické projevy ¢tyFdenniho modelu:

Vzprimovaci reflex: Ve skupinach HI-15 a HI-10 byly naméfeny podstatné delsi Casy
pfi vzptimovani, nez tomu bylo u kontrolni skupiny mezi 5.-13. a 15. dnem Zivota. Rozdily
nebyly ziejmé 14. a 16. den. (Fan et al., 2005)

Horizontal wire test: Schopnost zavésu na lané se zlepSovala s rostoucim vékem. Mezi
6. az 13. al1l6. dnem byl nejvyznamnéjsi rozdil mezi obéma hypoxickymi skupinami

a kontrolni skupinou. (Fan et al., 2005)
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Cliff avoidance test: V tomto testu poprvé uspéla kontrolni skupina v 11. dnu zivota.
Jedinci po HI-10 uspéli 13. den a jedinci po HI-15 poprvé reagovali az 14. den po narozeni.
HI-10 skupina dohnala svym ¢asem kontrolni skupinu v 17. dni a HI-15 skupina to zvladla

18. den po narozeni. (Fan et al., 2005)

Lokomocni aktivita v open field testu: Béhem 10 minut byla méfena motoricka aktivita
Vv mnozstvi ujité vzdalenosti. Do 15. dne po narozeni se motorickd aktivita zvysila u vSech
skupin. V porovnani s kontrolni skupinou byla zjisténa hyperaktivita u obou hypoxickych
skupin. V HI-10 skupiné byla zjisténa ve dnech 13-17 po narozeni a u HI-15 tomu bylo od
12.-18. dne po narozeni. (Fan et al., 2005)

Analyza chiize: V analyze chlize bylo hodnoceno: délka chodidla, rozprostieni prsti (1.—
5. prst), rozprostieni sttedovych prstl (2.—4. prst), délka kroku, uhel kroku. U hypoxickych
zvitat se ukéazalo, Ze maji zvétSenou délku chodidla, zvétSenou Sitku kroku a zvySeny krokovy
uhel, a na druh¢ stran¢ bylo zji§t€éno, Ze maji snizené rozprostieni vSech prstl i prostiednich
prsti, asnizenou délku kroku. Stupen poruchy chiize byl podminén délkou hypoxie. Viz

tabulka 1. (Fan et al., 2005)
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Tabulka 1. Zkoumané useky analyzy chtize u potkand - naivnich, s chirurgickou kontrolou, HI-10, HI-15
v 19. dni zivota. (podle Fan et al., 2005)

Fingované o o
Testovana ¢ast | Naivni jedinci o HI-10 jedinci HI-15 jedinci
operovani jedinci
Délka chodidla | 1.22 £ 0.04 cm 1.31+0.02 cm 1.48+0.03cm | 1.59+0.03 cm
Celkové
rozevieni prsti | 1.19 + 0.02 cm 1.21+0.02 cm 1.08+0.01cm | 0.97 +0.04 cm
(1-5)
Rozevieni
stiednich prsti | 0.54 + 0.02 cm 0.58 £ 0.01cm 049+0.01cm | 0.43+0.02cm
(1-4)
Sitka kroku | 2.77 +0.07cm 2.77+0.06 cm 3.14+0.05cm | 3.41+0.03cm
Délka kroku | 8.71+0.11cm 8.69+ 0.09 cm 7.90+0.10cm | 7.29+0.09 cm
Uhel kroku 31.3+0.7° 31.6+0.8° 39.8+0.7° 44.7 £0.5°

4.2.3 Sedmidenni model (P7) perinatalni hypoxie

Lubics et al. (2005) nechali u svého modelu podvazat levou a. carotis communis a po
kratkém odpocinku byla zvifata vystavena hypoxickému inzultu, ktery trval dalsi 2 hodiny.
Kontrolni skupina podstoupila operaci bez podvazani cévy (chirurgicka kontrola). Néasledné

byla v§echna zvifata kojena do 21. dne véku. (Lubics et al., 2005)

U zvitat po hypoxii-ischemii byla zaznamenana vyznamné niz$i hmotnost (viz obr. 3.),
nez U kontrolni skupiny a to i v pfipad¢, Ze byla srovnavana zvifata se stejnou porodni vahou.

Dale se o cca 1 den zpozdilo otevieni o¢i u hypoxickych potkant. (Lubics et al., 2005)
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Obrazek 3. Pruimérna hmotnost hypoxickych (prerusovana linie) a kontrolnich zvii‘at (plna linie),
hmotnost byla méfena od 8. dne Zivota (Lubic et al., 2005)

Pii histologickém hodnoceni hemisfér u hypoxickych zvifat v 42. dni véku, bylo
zjisténo, Ze ipsilateralni hemisféra byla z 58 % porusena oproti kontralaterdlni hemisféte.
Nejvétsi destrukce byla zaznamenana v hippokampu, u néjz zistalo zachovano 11 % funkéni
tkan¢ v porovnani s druhou stranou. Pfiblizné 50 % destrukce byla zaznamenana v ke a ve
striatu. ZvétSeni ipsilateralni postranni komory bylo vétsi nez 580 + 136 % V porovnani

s kontralateralni postranni komorou. (Lubics et al., 2005)
Motorické projevy sedmidenniho modelu

Nerologické reflexy: Mnoho neurologickych reflext, jako limb grasp (pfedni a zadni
uchop), negativni geotaxe, reflex Uniku, zaSkub usSniho boltce, mélo u hypoxické skupiny
pozdé&jsi odpoveéd, nez bylo zaznamenano u kontrolni skupiny (viz tabulka 2. a 3.). Kromé
zpozdéni odpovédi u nékterych reflexti se prodlouzil icas samotné reflexni odpovédi po
hypoxicko-ischemickém inzultu. Jako napf. u vzptimovaciho reflexu (viz obr 4.). Kontrolni
skupina vykazovala lep§i denni odpovéd’ v negativni geotaxi (zejména 16. a 18. den veku),
zatimco hypoxicka skupina dosahla tirovné kontrolni skupiny az 20. den po narozeni (viz obr
4.). Doba, za kterou zvitata méla utéct z kruhu o priméru 13 cm, se riznila pouze v 10. a 12.
dnu po narozeni, poté se rychlost postizenych zvifat vyrovnala s rychlosti kontrolnich zvifat

(viz obr 4.). (Lubics et al., 2005)
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Tabulka 2. Tabulka sé&asovym vyskytem jednotlivych reflexii u kontrolnich a u hypoxickych
potkani (podle Lubics et al., 2005)

. Z4Skub uSniho | Umisténi pfedni
Typ reflexu Otevieni fo¢i | Negativni geotaxe )
boltce koncetiny
Kontrolni
skupina/den 14,6 £0,2 11,0+ 04 15,6 £0,7 10,5+ 0,6
vyskytu reflexu
Hypoxicka
skupina/den 15,2+0,2 12,7+0,5 17,1+0,7 9,6 £0,3
vyskytu reflexu

Tabulka 3. Tabulka s ¢asovym vyskytem jednotlivych reflexii u kontrolnich a u hypoxickych
potkani (podle Lubics et al., 2005)

Umisténi , ,
Uchop piedni Uchop zadni
Typ reflexu zadni . . Zacatek chize
. koncetinou koncetinou
koncetiny
Kontrolni
skupina/den 20,2+0,4 6,3+£0,4 8,2+0,3 9,8+0,2
vyskytu reflexu
Hypoxicka
skupina/den 20,1+0,1 8,1+0,1 10,0+ 0,2 11,6 £ 0,5
vyskytu reflexu
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Obrazek 4. Zobrazeni neurologickych reflexii u kontrolnich (plna linie) a hypoxickych potkani

(peru$ovana linie). A) vzprimovaci reflex, B) negativni geotaxe, C) inikova reakce. (Lubics et al., 2005)

Motoricka koordinace, sila: V grid walking testu vykazovala hypoxicka zvifata vyrazné
mensi pocet krokid ve 2. a4. tydnu zivota nez kontrolni skupina. V tomto testu nebyl

zaznamenan rozdil v chybach na ipsilateralni (k mozkové 1ézi) piedni izadni koncetiné.
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Kontrolni zvifata vtomto pfipad¢ Cinila na obou strandch stejny pocet chyb piednimi
koncetinami. Hypoxicka zvifata délala mnohem vice chyb na kontralateralni pfedni konceting,
oproti ipsilaterdlni predni koncetin€. Dale zvifata po hypoxii ¢inila vyznamné vice chyb
kontralateralni piedni koncetiny V porovnani s kontrolni skupinou ve sledovaném cCase viz
obr. ¢.5C. Pii sledovani zadnich kontralateralnich koncetin v obou skupinach nebyly

objeveny zadné rozdily (voz obr. 5.). (Lubics et al., 2005)

V inclined borad testu byl zaznamenan vyrazny rozdil pouze ve 2. tydnu véku. Kontrolni
skupina sklouzla z naklonéné roviny v uhlu 46,1 + 1,9°. U hypoxickych zvifat byl zméfen
uhel 36,9 + 2,1°. Kontrolni zvitata nevykazovala dalsi zlepseni béhem sledovaného obdobi.

Hypoxicka skupina doséhla vysledkt kontrolni skupiny ve 3. tydnu véku. (Lubics et al., 2005)

V horizontal wire testu méla hypoxickd skupina vyznamné krat$i dobu udrzeni se
vV zavésu ve 3. a 4. tydnu stafi pii zdvésu pouze na pravé piedni koncetiné (ipsilateralni), kde
levéa koncetina byla pielepena lepici paskou. Pii vyuziti obou pfednich koncetin v zavésu se

vyznamny rozdil objevil pouze ve 4. tydnu (viz obr.5.). (Lubics et al., 2005)
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Obrazek 5. VysledKky u koordinacnich testii kontrolnich a hypoxickych potkani

Number of contralateral foot faults

A) UdrZeni se na lané obéma pi‘ednimi kon¢etinami (kontrolni skupina - plna ¢erna linie, hypoxicka
skupina - Seda plna linie) a pouze jednou predni konéetinou (kontrolni skupina - pferuSovana

¢erna linie, hypoxicka skupina — pferusovana Seda linie)
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B) Pocet kroki v chiizi po m¥iZce (kontrolni skupina — erné sloupce, hypoxicka skupina — Sedé

sloupce)

C) Pocet chyb kontralateralnich konéetin v grid walking (pfedni konletina kontrolni skupiny —
cerné sloupce, predni koncetina hypoxické skupiny — Sedé sloupce, zadni koncetina kontrolni
skupiny — ¢erné pruhy ve sloupci, zadni konéetina hypoxické skupiny — $edé pruhy ve sloupci)
(Lubics et al., 2005)

Rotarod test neukdzal vyznamné rozdily mezi kontrolni a postizenou skupinou
v zadném case (7,0 £ 2,4 sa 10,7 £ 4,9 sve 3. tydnu zivota, 41,2 £ 7,9 sa 36,2 + 14,1 sve
4, tydnu, 58,8 £ 15,2 sab5l,1 + 19,2 sv 5. tydnu zivota; v pofadi kontrolni, hypoxicka
skupina). (Lubics et al., 2005)

Vertical screen test se ukazal, ze neni dostatecné citlivy. VSechna zvitata byla totiz
schopnd se udrzet svislé stény po celych 5 sekund od zacatku testovani. Nebyly tedy

zaznamenany zadné rozdily mezi skupinami. (Lubics et al., 2005)

Obdobné neobstal test zhoupnuti. Zvitata bud’ nevykazovala rozdily mezi zhoupnutim
na pravou a levou stranu, anebo test nemohl byt aplikovan, nebot’ vétSina zvitat po 3. tydnu

dokazala vylézt po ocase nahoru, a test byl povazovan za negativni. (Lubics et al., 2005)

Pouze ve 2. tydnu véku vydrzela kontrolni zvifata del$i dobu na mostku v traversing the
square bridge, nez potkani po hypoxii. Doba u kontrolnich zvifat trvala 62,4 + 11,2s
a u hypoxickych zvitat byl zaznamenan ¢as 28,2 + 7,2 s. (Lubics et al, 2005)

Aktivita v otevieném prostoru: V otevieném prostoru byla zvifata nahravana na video
ve 2., 3. a6. tydnu zivota po dobu 5 minut. Neukazaly se velké rozdily mezi skupinami
Vv bézné aktivité a v pohybovych vzorech. Potkani z obou skupin se velmi malo pohybovali
V otevieném prostoru ve 2. tydnu véku. Pocet zvednuti hlavy a vzty€eni se na zadni (rearing)
se zvysil ve 3. tydnu Zivota. Nicméné nebyly objeveny zadné vyznamné rozdily mezi
kontrolni a hypoxickou skupinou. V 6. tydnu se zvysil pocet pouze ve vztyCovani, kdy
hypoxicka zvifata se vzty¢ovala podstatné vice nez kontrolni zvitata (viz obr. 6.). (Lubics et

al., 2005)

Pti hodnoceni celkové lokomoce zvifat v otevieném prostoru se ob¢ skupiny zvifat
pohybovaly mdlo ve 2. tydnu Zivota, pfi¢emz hypoxickd zvitata prekonala dels$i vzdalenost,
nez jedinci z kontrolni skupiny. Ve 3. tydnu véku se obé skupiny vyrazné zlepsily
v piekonané vzdalenosti a nebyly mezi nimi zaznamenany rozdily. V 6. tydnu zivota nebylo
zaznamenano dal$i zlepSeni u kontrolni skupiny na rozdil od hypoxickych zvitat, ktera

prekonala jesté delsi vzdalenost nez ve 3. tydnu (viz obr. 6.). (Lubics et al., 2005)
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Hypoxickd skupina vykazovala i vétsi rychlost pohybu oproti kontrolnim potkantim.
VéEtsi rychlost byla zaznamenana ve 2. a 6. tydnu, zatimco ve 3. tydnu Zivota se skupiny

v rychlosti nelisily (viz obr. 6.). (Lubics et al., 2005)

Cas straveny ustén aVrozich prostoru byl vétsi u hypoxickych potkanti pouze ve
2. tydnu veéku. Naopak kontrolni zvifata travila vice Casu u krajii a Vv rozich v pozdéjSich
stadiich, zatimco hypoxicka skupina zde travila ¢im dal méné Casu. V hodnoceni ¢isticiho
chovani (grooming behavior) nebyl zjistén zadny rozdil mezi skupinami (viz obr. 6.). (Lubics
et., 2005)
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Obriazek 6. Aktivita v otevieném prostoru hypoxickych zviiat (Sedé sloupce) a kontrolnich zviiat
(¢erné sloupce) ve 2., 3. a 6. tydnu Zivota. A) Pocet zvednuti hlavy a postaveni se na zadni, B) pfrekonana
vzdalenost, C) rychlost vypoc¢itana z ujité vzdalenosti a z doby chiize, D) celkovy ¢as traveny na periferii

(u zdi, v rozich) (Lubics et al., 2005)
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5 DISKUSE

Perinatalni hypoxie-ischemie pfedstavuje zdvaznou hrozbu neurologického poskozeni
jak u déti narozenych v terminu, tak pfedev§im u déti pfedCasné narozenych. (Woodworth et
al., 2011) Destrukce mozkové tkané tak miize byt hlavni pfi¢inou tmrti a chronického
handicapu u téchto déti. (Vannucci a Vannucci, 2005) U vice jak 25 % déti, které preziji
perinatalni hypoxicko-ischemicky inzult, se vyskytuji permanentni neuropsychologické
poruchy Vv podobé détské mozkové obrny s moznym piidruzenim mentalni retardace,
kognitivnich poruch a/nebo epilepsie. (Vannucci et al., 1999) Systémova asfyxie se vyskytuje
u 2-4/1000 narozenych déti v terminu a U nedonoSenych déti se tento pocet zvySuje az na
60 %. V zavislosti na velikosti problému je vhodné, ze se tomuto tématu vénuji nejen
specialisté ve zdravotnictvi, ktefi vénuji novorozencim diikladnou péci, ale 1 odbornici,
pracujici ve vyzkumu na zvifatech. Studie na zvitatech poskytuji dilezité informace, které
nejen objasnuji zdklad mechanismu vzniku mozkové 1éze v disledku perinatalni hypoxie, ale
vytvareji pfedstavu o mozné terapeutické intervenci, at’ uz v podobé prevence vzniku nebo

v podob¢ zmirnéni neurologického poskozeni. (Vannucci a Vannucci, 2005)

Nejcastéji uzivany zpusob perinatalni hypoxie u hlodavci byva podvazani jedné arteria
carotis communis, které je pak dale nasledovano hypoxickym piisobenim. (Lubics et al.,
2005) Tento model perinatalni hypoxie-ischemie vyuzili ve svych pracich napt. Young et al.
(1986), Vannucci a Vannucci (1995, 2005), Vannucci et al. (1999), Jansen a Low (1996 a, b),
Bona et al. (1997), Balduini et al. (2000), Felt et al. (2002), Wagner et al. (2002), Williams et
al. (2004), Lubics et al. (2005), Tai et al. (2009), Woodworth et al. (2011). V jinych studiich
jsou uZzivany dalsi zplsoby pro vyvolani perinatdlni hypoxie. Fan et al. (2005) zpusobili
hypoxii-ischemii bilateralnim podvazanim obou karotickych arterii, po kterém nasledoval
hypoxicky inzult. Van de Berg et al. (2003) zptsobili hypoxicky inzult vyjmutim délohy
S nenarozenymi potkany z téla matky ve dni porodu, déloha pak byla umisténa po urcitou
dobu do vodni 1dzn¢ s 37 °C. Strata et al. (2004) a Marcuzzo et al. (2010) ve svych studiich
vyuzili typ perinatalni hypoxie, kdy byli potkani vystaveni dvéma epizodam hypoxie.

Jako nejc¢astéjsi hypoxicky inzult bylo pouzito ptisobeni 8% kysliku v kombinaci s 92%
dusikem ve vzduchotésném prostoru. Strata et al. (2004) a Marcuzzo et al. (2010) vyuzili
pusobeni 100% dusiku. Kromé& slozeni hypoxického inzultu se u riznych autord 1isi délka
pusobeni hypoxie. Tomimatsu et al. (2002) uvadi dobu plsobeni hypoxie po 1 hodinu, Bona

et al. (1997), Felt et al. (2002) Tai et al. (2009) a Woodworth et al. (2011) uvadgji dobu
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hypoxie 1,5 hodiny, Antier et al. (1998), Balduini et al. (2000), Wagner et al. (2002) a Lubics
et al. (2005) nechali hypoxii ptisobit 2 hodiny, Jansen et Low (1996a,b) popsali 2,5 hodinové
pusobeni hypoxie, Vannucci a Vannucci (2005) vyuzili 3 hodinovy hypoxicky inzult, Young
et al.(1986) uvedli 4 hodinovou dobu pusobeni hypoxie. N¢kteii autofi (Van de Berg et al.
(2003), Fan et al. (2005), Strata et al. (2004), Marcuzzo et al. (2010)) vyuzili hypoxické
pusobeni krat$i nez je doba jedné hodiny. Ve studiich téchto autord vSak bylo hypoxické
ovlivnéni provedeno v jiném vyvojovém stadiu potkana, nez bylo stddium vySe jmenovanych
autorti uvad¢jicich delsi casové useky.

U modelu perinatalni hypoxie se autofi rozchdzeji ve vyvojovém veku, ve kterém
nechali plisobit hypoxicky inzult. Diivod je ten, ze kromé déti narozenych v terminu, se rodi
déti pred€asné. Proto se vétSina studii zabyva modely perinatalni hypoxie u mladSich potkant,
které reprezentuji nizs$i vyvojové stadium narozeného ditéte. Nej€astéji vyuzivany vyvojovy
veék v modelu perinatalni hypoxie je 7 dni stary potkan (P7). Toto obdobi vyvojové odpovida
pfed¢asné narozenému jedinci s gestacnim staii 32—34 tydnt (Vannucci a Vannucci, 2005).
Tehdy zacind byt myelinizovand bilda hmota, je dokonfeno rozvrstveni mozkové kuiry
azmenSeni zarode¢né vrstvy (Vannucci a Vannucci, 2005). Pfestoze tento model je
nejpopularnéjsi a je aplikovan, jak sami autofi (Vannucci a Vannucci, 2005) uvadéji, i na
dal$i vyvojova stddia narozen¢ho potkana, z diivodu rozdilnych motorickych odpovédi
vrizném veéku potkana existuji dalSi studie, které poskytuji vysledky v ramci dalSich
vyvojovych stadii. Napt. Van de Berg et al. (2003), Strata et al. (2004), Marcuzzo et al.
(2010) nechali hypoxicky inzult ptisobit ve chvili skutecného porodu potkant (P1). Takto
vytvofeny model perinatalni asfyxie dokumentuje 18-20ti tydenni gestacni stafi u lidského
jedince. Tai et al. (2009) nechali hypoxii plsobit 3. den (P3) Zivota potkanl. Tento model
odpovida 24-28 tydnim gestace u lidského fétu, kdy se tvofi axony v mozkové tkani a vyviji
se bild hmota mozkova. Fan et al. (2005) vyuzili 4 denni model perinatalni hypoxie, kdy jsou
nejvice zranitelné prekurzorové bunky oligodendroglii, které tvoifi myelinové pochvy na

axonech nervit CNS. (Fan et al. 2005)

Na utvafeni konkrétniho modelu perinatdlni hypoxie se tedy podili jak zplsob
provedeni hypoxického inzultu, tak doba, po kterou inzult pasobi, tak hlavné vyvojové
obdobi, ve kterém je jedinec hypoxickym inzultem postizen. Histologicky nalez poskozenych

struktur mozku a behavioralni motoricky vystup se dale odviji od zvoleného typu modelu.

Fan et al. (2005) uvadgji histologicky nalez mozkového poskozeni v corpus callosum a

v hippokampu u svého 4 - denniho modelu. U 7-denniho modelu Jansen a Low. (1996a),
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Balduini et al. (2000) a Lubics et al. (2005) uvedli nejvétsi ztratu v oblasti hippokampu, kiry
astriata. Young et al.(1986) a Wagner et al. (2002) mimo téchto oblasti urcili i vetsi
poskozeni thalamu. Podobné vysledky uvadi iVannucci a Vannucci (2005), ktefi jesté
zminuji poskozeni subkortikdlni a periventrikuldrni bilé hmoty u 7-denniho modelu.
V zavislosti na zévaznosti perinatdlni hypoxie se dale studie 1isi i v percentudlnim rozsahu
mozkové 1éze u téhoz modelu. Jansen a Low (1996a) uvadi 39% poskozeni hemisféry na
stran¢ podvazani arterie u svého 7-denniho modelu v porovnani s kontrolnimi. Lubics et al.
(2005) u svého 7-denniho modelu zaznamenal 58% poskozeni hemisféry na strané podvazani
arterie v porovnani s kontralateralni hemisférou téhoz jedince. Vannucci a Vannucci (2005)
uvadéji az 92% zmény ipsilateralni hemisféry. Jak Jansen a Low (1996a), tak Lubics et al.
(2005) zminuji piiblizné 90% nekrozu v oblasti hippokampu.

Hypoxicko-ischemické poskozeni mozku v nékterych studiich odpovida obecné stejnym
naleztim u vSech zasazenych zvifat. (Vannucci, 2005, Lubics 2005) Navzdory vsak stejnym
experimentalnim podminkam se u vice studii ukdzalo, ze rozsah mozkové 1éze muze byt
u zkoumanych jedincii v rdmeci jedné studie rlizny. (Young et al., 1986, Jansen a Low, 19964,
Balduini et al., 2000, Woodworth et al., 2011) To do znacné miry podmifiuje individualita
jedincu. (Wagner et al., 2002) Jansen a Low (1996a) ve své studii uvadéji, ze u nékterych
hypoxickych zvifat se objevila hypertrofie neposkozené hemisféry, ktera prispéla k lepSim
motorickym vysledktim v rotarod testu. Jiné studie vSak tomuto tvrzeni oponuji (Towfighi et
al., 1994), ptestoze je dobfe znamo, Ze kontralaterdlni hemisféra piebira nckteré funkce za
postizenou hemisféru (Lubics et al., 2005). Ve studii Towfighiho et al. (1994) s 8 dennim
modelem perinatalni hypoxie nebyly nalezeny rozdily u kontralateralni hemisféry
u hypoxickych zvifat v porovnani s kontrolnimi potkany a autofi této studie dale doporucuyji,
aby kontralaterdlni hemisféra slouZzila k ohodnoceni rozsahu atrofie u postizené¢ hemisféry.
Towfighi et al. (1994) své méfeni vSak provedl u potkant starych 4 tydny, zatimco Jansen
a Low (1996a) mozek hypoxickych potkanti zkoumali az v dospélém veéku 4-5 mésicu. Je
tedy pravdépodobné, ze plasticita se v kontralateralni hemisféfe uplatiuje déle nez 3 tydny

(Jansen a Low,1996b).

Hmotnost u zvifat po hypoxii-ischemii byla zaznamenana vyznamné niz$i, nez se
datovala u kontrolni skupiny a to i v ptipad¢, Ze byla srovnavana zvifata se stejnou porodni
véhou. (Lubics et al., 2005) Ubytek hmotnosti u viech hypoxickych zvifat zaznamenaly
I dalsi studie (Bona et al., 1997, Fan et al., 2004, Tai et al., 2009). Woodworth et al. (2011)

uvadi snizenou hmotnost u hypoxickych sameckii potkana, nikoliv vSak u samicek. Tento
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fyzicky handicap vSak nepopisuje u svych potkan obou pohlavi Van De Berg et al. (2003),
ktery sledoval hmotnost u hypoxickych potkani od prvniho dne po narozeni po dobu
2 m&sici. Hmotnostni rozdily mohou souviset s rozsahem mozkové 1éze, 1S podminkami
vnéjSiho prostiedi, jak ve své studii demonstruje na imobilizovanych potkanech Strata et al.
(2004). Zajimavé totiz je, ze studie Strata et al. (2004) a Marcuzzo et al. (2011) neuvadi
statisticky vyznamné niz§i hmotnost u hypoxickych potkanli v porovnani s kontrolnimi
zvitaty, zato vSak uvadi vyznamné nizsi u vSech zvirat, ktera prodé¢lala imobilizaci zadnich
koncetin (zndzornény model détské mozkové obrny) bez ohledu, jestli zvifata byla postizena
hypoxii ¢i nikoliv. Strata et al. (2004) se domnivaji, ze ke snizené hmotnosti miize pfispivat
snizend kostni hustota, svalova atrofie a omezeny piijem jidla. Podvyziva potkant, ktera je
Castym tkazem iU déti s DMO, dale miZe zpozdit lokomoc¢ni vyvoj potkana. (Strata et al.,
2004) Dale je tieba brat na védomi, Ze snizend hmotnost naopak miize pfispivat k lepSim
vysledkim v nékterych testech (vzpiimovaci reflex, zavés na lan¢€), které reflektuji silu

potkana. (Fan et al., 2005)

Motoricky vyvoj potkana postizeného neonatalni hypoxii prezentovali jednotlivi autofi
na motorickych testech. Cilem kazdého uzitého motorického testu je obsahnout urcitou oblast
motorického chovani, které vznikd na uréitém neurologickém podkladé. V motorickych
testech se tak odrazi nejen motorické deficity, ale predevsim plasticita nervovych struktur,
kterd je zodpovédnd za zlepSeni motorického projevu u hypoxickych potkanti. Testy pro
hodnoceni motorického vyvoje po ischemické 1€ézi se daji rozdélit na testy, jeZz hodnoti

kratkodoby motoricky vystup, a ddle na testy, které se zabyvaji dlouhodobymi motorickymi
projevy.

Testy pro kratkodobé motorické ohodnoceni se skladaji predevSim z ranych reflexnich
posturalnich reakci (zvednuti hlavy, zacatek chtlize,...) a z neurologickych reflexti, jako je
cliff avoidance nebo limb grasp. Tyto reflexni dé¢je miizeme pokladat za milniky motorického
vyvoje v raném obdobi zivota. Projevy reflexti maji své ¢asové zakonitosti a poruchy CNS
vyvolavaji jejich zpozdény nastup, horsi kvalitu ¢i delsi prabéh provedeni. (Lubic et al, 2005)
Zpozdéni v nékterych neurologickych reakcich, které byly sledovany po dobu prvnich 3 tydni
zivota potkantli, zaznamenali ve svych pracich Lubics et al. (2005) se 7-dennim modelem
a Fan et al. (2005) se 4-dennim modelem perinatalni hypoxie. Zpozdéna odpovéd’ se projevila
u hypoxickych potkanii ve vzptfimovacim reflexu u obou autort. Lubics et al. (2005) uvedli,
ze zpozdéni 1 celkova doba vzpfimovani byla delsi oproti kontrolnim zvifatim po celou dobu

meteni, Fan et al. (2005) vSak zpozdéni nezaznamenali ve 14. a v 16. dni zivota hypoxickych
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potkanii. Oba autofi také popisuji fyzickou vyvojovou zménu v podob¢ zpozdéného otevieni
o¢i. Fan et al. (2005) vysvétluje divod tohoto zpozdéni zpomalenim mozkového vyvoje
v disledku perinatalni hypoxie. Brzké otevieni o¢i u zdravych nedospélych potkanti naopak
podporuje dalsi vyvoj v podob¢ zesileni synaptickych spoji v hippokampu (Fan et al., 2005).
Lubics et al. (2005) dale uvadi zpozdéni v testu negativni geotaxe, v tichopovém reflexu
pfedni a zadni koncetiny a zpozdény pocatek chiize (cca o 1,5 dne pozdé€ji) u postizenych
zvirat. (Lubics et al., 2005) Rozdilné¢ vysledky uvadi Felt et al. (2002), ktery nezaznamenal
U 7-denniho modelu zadné zmény v napiimovani ani v negativni geotaxi. Dalsi test, ve kterém
Fan et al. (2005) uvedl zpozdénou reakci, byl cliff avoidance test. Tyto vysledky v cliff
avoidance testu v§ak nepopistuji Young et al. (1986), Marcuzzo et al. (2010) a Woodworth et
al. (2011), ktefi u hypoxickych potkanli nezaznamenali z4dné statisticky vyznamné zhorSeni
v reflexnich odpovédich. Rozdily v reflexnich odpovédich nezaznamenal ani Balduini et al.
(2000). V teéchto studiich hypoxicka zvifata dokoncila celkovy motoricky vyvoj
V odpovidajicim case a neukdzala zhorSeni v hlavnich motorickych dovednostech. Rozpor
mezi studiemi se 7-dennim modelem se ukazal i pii limb placing testu piednich koncetin, kdy
Bona et al. (1997) uvadi vyznamnou stranovou asymetrii pfednich koncetin (kontralateralni
koncetina od strany 1éze je drzena casto ve flektované pozici), zatimco Lubics et al. v tomto

testu nenasel rozdily mezi postizenymi a kontrolnimi jedinci.

Zavéry z dlouhodobého hodnoceni motorického vyvoje hypoxickych potkanti jsou
daleko vice rozporuplné. Wagner et al. (2002) uvadi, ze senzorimotoricka schopnost se mezi
zdravymi zvifaty individualné 1i8i, coz pfispiva k zna¢né riznorodosti i U postizenych zvitat.
Na rhznorodost maji vliv genetické dispozice (kmen potkant), variabilita v dospivani
senzorimotorickych dovednosti, kompenza¢ni chovani a regenerace funkce b&hem casu
(Wagner, 2002). Pfestoze model perinatalni hypoxie U potkanli pfedstavuje rozsahlé mozkové
1éze, na rozdil od ¢lovéka potkani po neonatalnim hypoxickém inzultu nevykazuji nasledné
vyrazné funkéni deficity. Postizeni potkani se Casto pohybuji jako jejich zdravi sourozenci
a neukazuji vyznamné posturalni a motorické odchylky (Jansen et Low, 1996b, Van de Berg
et al. (2003), Fan et al., 2005, Lubits et al. 2005). Tento fakt mtze byt zplisoben vétsi
neuroplasticitou v neonatalnim obdobi potkana oproti ¢lovéku (Lubics et al., 2005). Presto
existuji testy, které monitoruji kratkodobé 1 dlouhodobé tucinky neonatalni hypoxie.
V néekterych nedostatcich se mohou postizena zvitata zlepSit az na troven zdravého jedince,
na druhé stran€ nékteré deficity mohou pfetrvavat az do dospélosti, jako napf. motoricka

inkoordinace v grid walking testu (Lubics et al., 2005), v balance beams testech (Strata et al.
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2004, Lubics et al., 2005, Woodworth et al., 2011) nebo snizena dovednost u predni koncetiny
Vv testu po schiidkach (Tomimatsu et al., 2002). V kognitivnich funkcich se nervova plasticita
projevuje méné a U postizenych potkani jsou vétSinou piitomné dlouhodobé nedostatky

v uceni a v paméti. (Balduini et al., 2000, Wagner et al. 2002)

Pro vyzrélejsi motoricky projev jsou vhodné testy, které jsou vice narocné na
senzorimotoricky systém v podob¢ koordinac¢nich dovednosti a obratnosti koncetin. Také se
sleduje spontanni aktivita postizenych zvitat v open field testu (v otevieném poli). Mezi Casté
testy uzivané pro hodnoceni koordinace se fadi rotarod, balance beam testy, grid walking

nebo grip strength testy.

V rotarod testu Balduini et al. (2000) a Lubics et al. (2005) nenasli rozdily mezi
kontrolni a hypoxickou skupinou. V kontrastu k tomu jsou vysledky studii Jansen a Low
(1996b) a Wagner et al. (2002), ktefi popisuji motorické zhorSeni po celou dobu méfeni.
Strata et al. (2004) uvadéji, ze v 17. dnu zivota hypoxicti potkani méli lepsi vysledky nez
kontrolni skupina, v§ak ve 38. dnu uz byly vysledky hypoxickych zvifat horsi oproti kontrolni
skupiné. Zajimavé je, Ze Strata et al. (2004) vyuzili ve své praci jednodenni model,
Vv ostatnich 4 zminénych studiich byl vSak vyuzity 7-denni model perinatalni hypoxie, ktery se
ruznil pouze v dobé plsobeni hypoxie. Je mozné, ze pfic¢inou rozdilnych vysledka v téchto 4
studiich je 2,5 hodinovy hypoxicky inzult uvedeny ve studii Jansen a Low (1996b) namisto 2
hodin hypoxie u Balduini et al. (2000) a Lubics et al. (2005). Do této schematické hypotézy
vSak nezapada nejkrat$i doba hypoxického plisobeni 1 hodina a 45 minut, kterou uvadi
Wagner et al (2002). V tomto piipadé se pravdépodobné jedna o nedostatecny pocet
hypoxickych zvitat (10 jedinci), ktery zkresluje vysledky této studie. Jansen a Low (1996b)
a Wagner et al. (2002) se domnivaji, ze rotarod test je také vhodny pro klasifikaci vlivu

neuroprotektivni 1é€by ve 3. az 9. tydnu véku postiZzenych potkant.

Lubics et al. (2005) navrhuji, ze jeden z nejvice spolehlivych testd pro ohodnoceni
neurologického deficitu podminéného neonatalni hypoxii je grid walking test, ktery je vhodny
pro sledovani chyb kontralateralni (postizené¢) ptfedni koncetiny. Grid walking test se
zamétfuje na motorickou koordinaci mezi piednimi a zadnimi koncetinami a na sestupnou
drahu pro danou koncetinu. (Marcuzzo et al., 2010) Lubits et al. (2005) uvadi, ze postizeni
potkani ¢inili vice chyb v porovnani s kontrolni skupinou po celé obdobi métfeni do 35. dne
zivota. (Lubics et al. 2005) Bona et al. (1997) uvadi taktéz vyznamny rozdil v grid walking
testu mezi hypoxickymi a kontrolnimi zvitaty. Marcuzzo et al. (2010) vSak nezaznamenali

zadné vyrazné zmény u svého jednodenniho modelu perinatalni hypoxie od 31. do 52. dne po
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narozeni. Tento test Ize srovnavat s dalsim testem citlivym pro obratnost piedni koncetiny, se
schodistovym testem (Tommimatsu et al., 2002). Vysvétlenim, Ze pfedni koncetiny jsou po
neonatalni hypoxii vice postizené nez zadni koncetiny, muze byt jednoduse mensi rozsah 1éze
v korové oblasti pro zadni koncetiny (Lubics et al., 2005). Ve schodistovém testu potkani po
neonatdlni hypoxii projevili mnohem mensi motorickou kontrolu kontralateralni (postizen¢)
koncetiny ve 3 mésicich Zivota, zatimco ipsilateralni (nepostizena) koncetina nevykazovala
poskozeni. Autoii tento test navrhuji jako idealni test pro zkouméni dlouhodobé terapeutické
intervence z duvodu vysoké citlivosti testu k lokalni poruSe motorické kury a striata.
(Tommimatsu et al., 2002) Ve studii Woodworth et al. (2011) byla zkoumana motoricka
asymetrie pomoci cylindrového testu, ve které se ukdzalo, ze zvifata po hypoxii-ischemii
vykazovala percentualné vys$i uziti (cca 55-65 %) ispsilateralni (nepostizené) piedni
koncetiny V porovnani s kontrolnimi zvifaty po celé obdobi méfeni az do téméf rané
dospélosti (do 56. dne véku). Woodworth et al. (2011) uvedla cylindrovy test, jako objektivni

hodnoceni ipsilateralni hypoxické 1éze v raném obdobi potkant.

Balance beam testy jsou citlivé na drobné deficity v umisténi chodidla a na celkové
balan¢ni schopnosti. (Marcuzzo et al, 2010) Lubits et al. (2005) vyhodnotili sniZzenou
motorickou koordinaci balan¢nimi testy v podob¢ inclined board testu (test naklonéné roviny)
nebo treversing the square bridge testu (test pfechodu pies hranaty mostek). Rozdily mezi
kontrolni a hypoxickou skupinou vSak uz nebyly detekovatelné ve 3. tydnu Zivota.
Woodworth et al. (2011) popisuji zvySeny pocet chyb kontralateralni zadni koncetiny v chtizi
po ledged tapered beam (chlize po zGzené platform¢) u hypoxickych sameckd (u samicek
nikoliv) zejména v 6. tydnu Zivota. Naopak dobrou senzorimotorickou kontrolu a pfesné
umisténi koncéetin v beam walking testu v obdobi od 31. dne do 52. dne po narozeni u svého

jednodenniho modelu zaregistrovali Marcuzzo et al. (2010).

V hodnoceni motorické koordinace v horizontal wire testu Fan et al. (2005) popisuji
taktéz vyrazné kratkodobé deficity od 6. do 16. dne u jejich 4-denniho modelu. Ukazalo se
vSak, Ze tyto nedostatky, pfestoze méfeni probihalo jen po 21 dni Zivota potkant, nejsou
trvalé a po Case se navrati porusena funkce zpét (Fan et al., 2005). Balduini et al. (2000)
nezaznamenali uz 18. den Zivota statisticky vyznamné rozdily v horizontal wire testu u jejich
7-denniho modelu. Lubits et al. (2005) u svého 7-denniho modelu v horizontal wire testu
popsali zmény, které se objevily u postizenych zvitat az 4. tyden zivota pii zavésu na obou
pfednich koncetinach, pifi zavésu na jedné - postizené (kontralateralni) koncetin€ se rozdily

objevili ve 3. a4. tydnu. Paty tyden pak jiz nebyly detekovatelné u hypoxickych potkanti
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vyrazné zmény (Lubits et al. 2005), coz nevyvraci svymi vysledky ani Van De Berg et al.
(2003), ktefi v tomto testu neobjevili rozdily mezi hypoxickou (hypoxie v P1) a kontrolni
skupinou v 6. tydnu Zivota potkanti. Rozdilné vysledky na konci 6. tydne u 7-denniho modelu
vsak vykazuje Bona et al. (1997), kteti popisuji polovicni vydrz v modifikovaném horizontal
wire testu U postizenych potkanti a dale jen 27% tcast kontralateralni (postizené) koncetiny

pfi drzeni se napnutého dratu.

Open field test je jeden znejvice uzivanych testl, které mohou dokumentovat
motoricky vyvoj po celou dobu vyvoje potkana. Kromé jiz vySe zminénych posturdlnich
reflexti (zvednuti hlavy, naptimovaci reflex), které¢ je mozno pozorovat v raném neonatalnim
obdobi, Ize zde sledovat i spontanni aktivitu v prubéhu vyvoje. U hypoxickych potkani se
vyskytuje jak snizend, tak zvySena aktivita, kterd miize byt mezi modely perinatalni hypoxie
riznd. Zvysenou aktivitu se svym 4-dennim modelem popisuji na konci 2. tydne a zaatkem
3. tydne Fan et al. (2005). Lubic et al. (2005) ve své studii uvadi, ze potkani, kteti byli
vystaveni neonatalni hypoxii-ischemii v 7. dni po narozeni, vykazovali taktéz ve 2. tydnu
Zivota podstatné vyssi aktivitu oproti kontrolnim zvifatim, ktefi se sotva v tomto véku hybali.
Na tomto poznatku autofi demonstruji, pro¢ hypoxickd zvifata travi ve 2. tydnu vice Casu
u stény. Domnivaji se, Ze umisténi u stény predstavuje pocit bezpeCi, a pokud je zvite
schopno se ke stén¢ dopravit, travi vétSinu Casu uni. Kontrolni zvifata vSak vykazuji
minimalni pohyb ve 2. tydnu po narozeni, takze zlstavaji vétSinou vprostied prostoru, kam
byla plivodné umisténa. Naopak hyperaktivni hypoxickd zvifata brzy objevi sténu a tim
I bezpeéné misto k piebyvani. 1 kdyz by se v tomto piipadé mohlo jednat o zvySenou tzkost
hypoxickych zvitat, Lubits et al. (2005) se ptiklangji k ndzoru, Ze toto chovani ma ptivod ve
zvySené aktivit¢ hypoxickych potkani. Fan et al. (2005) upozorfiuje na to, ze zvySena
lokomo¢ni aktivita u hypoxickych skupin muze byt zpiisobena zpozdénou adaptaci na
opakované vystaveni zvifat otevienému prostoru, coz muze reflektovat poskozenou pamét’
(hippokampalni ztrata) a poruchu motorické kontroly, kterd je zplsobend zmeénou
vV dopaminergnim systému (porucha bazalnich ganglii). Tyto zmény mohou vysvétlovat
pfitomnou hyperaktivitu u hypoxickych zvifat v 15. dni zivota, kdy velikost hyperaktivity je
pfimo imérna délce trvani hypoxie. (Fan et al., 2005) Ve 3. tydnu Zivota potkanli neuvadé;ji
Lubits et al. (2005) vyraznou zménu mezi postizenou a kontrolni skupinou, nebot’ vyrazny
narast aktivity byl zaznamendn u obou skupin. Balduini et al. (2000) vSak v tomto obdobi
popisuji hyperaktivitu u svého 7-denniho modelu a Van De Berg et al. (2003) naopak

registrovali snizenou spontanni aktivitu u svého 1-denniho modelu v podobé 3x mensi ujité
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vzdalenosti. Fan et al. (2005) popisuji postupny pokles motorické aktivity u hypoxickych
(hypoxie v P4) i kontrolnich zvifat jiz od 15. dne (hyperaktivita se u postizenych potkani
neprojevovala od 18. dne po narozeni). Autofi se domnivaji, ze tento pokles by mohl byt
ovlivnén dnem, kdy se potkaniim oteviraji oc¢i. Fan et al. (2004) vSak zaznamenali otevieni
o¢i v riznych dnech mezi skupinami, vrchol aktivity se pfesto objevil ve stejny den u vSech
zvitat. Z toho lze usuzovat, ze existuji i dal$i systémy, které by mohly ovliviiovat lokomoc¢ni
aktivitu jako je napf. vyvoj systému inhibi¢nich a excita¢nich neurotransmiterti (Fan et al.,
2005). Piechodna hyperaktivita v podobé zvysSené chiize, postaveni se na zadni (rearing)
a vétieni (sniffing) se objevuji v 6. tydnu zivota. (Lubics et al., 2005) Zajimavé vsak je, ze
hyperaktivita u hypoxickych zvifat je vystfidana mensim poctem kroki pfi grid walking testu.
(Lubics et al, 2005) Strata et al. (2004) popisuji pomalejsi chiizi a snizeni prizkumného
chovani u hypoxickych potkand v porovnani s kontrolni skupinou. Tento fakt nasvédcuje, ze
pokud je k pohybu nutny vyssi stupein motorické koordinace, hypoxicka zvifata se nechovaji
hyperaktivné, ba casto hypoaktivné. (Lubics et al, 2005) Van De Berg vsak 42. den Zivota
potkanii neodhalil Zadnou vyraznou odchylku ve spontdnni aktivit¢ mezi hypoxickymi
a kontrolnimi zvitaty v open field testu. Strata et al. (2004) dokonce uvadi mirnou motorickou
degradaci u hypoxickych (hypoxie P1) potkani od 45. dne. Balduini et al. (2000)
neregistroval v 90 dnech zivota hypoxickych jedinci Zadny rozdil ve spontanni aktivité.
Strata et al. (2004) se domnivaji, Ze perinatdlni hypoxie pilisobici hyperaktivitu muze
predstavovat spise model poruchy pozornosti s hyperaktivitou (ADHD - attention deficit

hyperactivity disorder), nez model s motorickou dysfunkeci.

V open field testu lze analyzovat kvalitu chlize postizenych zvifat pomoci video
zaznamu, kterou se zabyvali ve své studii Strata et al. (2004). U potkani zasaZenych
hypoxickym inzultem v den narozeni bylo prokdzané mirné zvySeni svalového napéti, které se
projevilo vétsi ztuhlosti chodidla v plantarni flexi. U hypoxickych zvifat v porovnani
S kontrolnimi zvitaty se tak vyskytly mirné odliSnosti v krokovém automatismu. Tyto rozdily
byly vice vyjadieny v pozd¢jsich stadiich (5. postnatalni tyden), kdy byly zieteln€ pozorovany
ve 2D frame-by-frame analyze. ZvySené napéti v prstech a v chodidle konéetiny tak zptisobilo
krat$i odraz a mirn€ prodlouZenou nakro¢nou fazi u hypoxickych potkani. (Strata et al., 2004)
Van de Berg et al. (2003) u svého 1-denniho modelu uvadéji, ze baze kroku se zvétsila
Vv 6. tydnu, zatimco nebyla patrna ve 3. tydnu, coz muze podpofit domnénku, Ze drobné
abnormality se mohou béhem ¢asu zhorsit. Ve studii Straty et al. ne vSichni potkani po

perinatalni hypoxii prokazali zhorSeni v chlizi béhem testovaciho obdobi. Pii analyze otiskli
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tlapek hypoxickych potkant Fan et al. (2005) u svého 4-denniho modelu zjistili, ze postizeni
potkani maji vétsi délku chodidla (foot length), vétsi tihel kroku (step angle), zvétSenou
krokovou bazi, snizené rozprostieni vSech prstii a snizenou délku kroku 19. postnatalni den.
Jak uz bylo feCeno, Van de Berg et al. (2003) také uvadéji vyrazné SirSi krokovou bazi
Vv 6. tydnu zivota hypoxickych (hypoxie v P1) potkand, nicméné v dalSich parametrech (délka
chodidla, rozevfeni jednotlivych prsti, délka kroku, celkova kontaktni plocha chodidla)
neuvadi rozdily mezi kontrolnimi a hypoxickymi zvitaty. Tato zména v chlizi muze byt
podminéna rozdilnosti modelt perinatalni hypoxie. Fan et al. (2005) ani Van De Berg et al.

(2003) dale nerozebiraji kvalitu chiize.

Nekteré testy se naopak ukdzaly byt nevhodné pro urceni motorického vyvoje
postizenych potkant. Test svislé stény (vertical screen test) a elevated body swing test (test
zhoupnuti) se ukazaly, Ze nejsou dostatecn¢ (nebo vibec) citlivé, jak uvedl Lubics et al.
(2005), i ptesto, ze se u potkanl po perinatalni hypoxii-ischemii objevila rozsahla mozkova
1éze. Tyto testy jsou vSak naopak uspésné vyuzivany v hodnoceni hypoxie u dospélych

potkant.. (Borlongan et al., 1995)

Strata et al. (2004) a Marcuzzo et al. (2010) uvadéji ve svych pracich model perinatalni
hypoxie, u n&jz bylo cilem ziskat obdobu motorického projevu détské mozkové obrny, tedy
model perinatalni hypoxie, ktery by celozivotné imitoval hypertonickou poruchu. Pro
vytvofeni tohoto modelu, potkani podstoupili hypoxicky inzult ve dni narozeni a nasledné
docasnou imobilizaci dolnich koncetin. Strata et al. (2004) popisuji u senzorimotoricky
ovlivnéné skupiny vyrazny odpor pii pasivnim pohybu, ktery klade velkd pohybova omezeni,
a ktery vyznamné poznamenal chiizi i motorické dovednosti takto postizenych zvifat. Zvitata
s imobilizaci vykazovala pomalejsi chiizi a méla tendenci chodit po prstech kvili rigidni
plantarni flexi v chodidle. Omezena hybnost v kolenich a hlezennich kloubech a neodvijejici
se chodidlo pfi chiizi svéd¢i o zfejmém hypertonu v zadnich koncetinach, které nuti zviie
chodit s vyhrbenymi zady. Marcuzzo et al. (2010) popisuji u potkant s restrikci naruSené
motorické projevy v grid walking testu i v balance beam walking testu. Béhem testovani se
ukazalo zlepSeni imobilizovanych potkanti v obou studiich, celkové se vSak jejich motoricky
vystup zhorSoval béhem 1. roku testovani. Vysledky téchto studii demonstruji dileZzitost
vnéjSiho prosttedi pro vyvoj normalnich motorickych funkci, kdy senzorimotorické
zkusenosti hraji rozhodujici roli v prevenci zhorSeni motorické funkce. (Strata et al., 2004)
U modelu DMO byly pozorované spastické projevy v motorickém vystupu, coz podporuje na

jedné stran¢ dulezitost lokomocnich zkusenosti béhem kritického obdobi a na druhé strané
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vyznamnou hodnotu vytvofeni spravné vedeného intervencniho programu v raném obdobi
U pacientil s poSkozenim CNS. Interven¢ni program by mél mit podobu prevence proti dalsi
degradaci motorické kontroly a podobu prevence pro zachovani normalni volni hybnosti

Vv plastickém motorickém systému u téchto jedincu. (Strata et al., 2004)

Z vyse uvedenych poznatkli o0 motorickém vystupu v jednotlivych motorickych testech,
lze usuzovat, Zze pii srovnani vice studii vznikaji nesrovnalosti, jejichz pfic¢ina tkvi
v rozdilnych modelech perinatdlni hypoxie. V neposledni fadé rozdilné¢ zéavéry, které se
mohou vyskytovat u stejnych ¢i podobnych modeli, podle vSeho spocivaji v rozdilném véku

potkana, v dob¢ testovani a VvV nekompletnim ¢asovém rozboru téchto testi béhem delsiho
obdobi.
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ZAVER

Modely perinatalni hypoxie u laboratornich potkani ukazuji rozsahlou mozkovou atrofii
(nejvice zranitelnd mista nervovych struktur se nachazeji v hippocampu, Vv bazalnich
gangliich, v corpus callosum a v kiife), na rozdil od lidi vSak vykazuji jen mirné funkéni
deficity. Potkani se pohybuji témét jako zdrava zvifata a nejsou U nich pozorovany zjevné
posturalni ani lokomoc¢ni abnormality. Tento tkaz je pravdépodobné zpusobeny vyssi

schopnosti nervové plasticity u neonatalnich potkanti v porovnani s clovékem.

Variabilita plsobeni perinatdlni hypoxie je zriznych divodid (gestaéni stari
novorozence, délka pusobeni inzultu, aj.) u lidskych jedincii velkd a neni mozné vytvofit
jeden konkrétni model perinatalni hypoxie, ktery by reprezentoval vSechny zakladni rysy
tohoto postizeni. Z vySe uvedenych poznatkl, kdy se jednotlivé studie rozchdzeji ve vice
aspektech, nelze striktné definovat experimentalni modely perinatalni hypoxie po motorické
strance v jedné podobé ani vramci jednotlivych modeli. Aby doslo k ucelenéjSim
poznatkiim, je potfeba si na zacatku a v pribchu testovani zodpoveédét nékteré otazky: Jaké
jsou vhodné testy, které jsou citlivé pro tento druh poSkozeni? Méni se zaznamenané poruchy

béhem ¢asu? A kdy je optimalni ¢as testovat?

Mezi testy, které vice autori povazuje za vhodné pro prikaz konkrétnich motorickych
poruch, se fadi open field test, ktery mize okamzité dokumentovat rané motorické deficity,
ale idlouhodobou spontanni aktivitu u postizenych potkand, dale grid walking test,
schodistovy test a cylindrovy test, u kterych je potfeba vétsi motorické zralosti, a které jsou
vhodné pro odhaleni dlouhodobych motorickych nedostatk. VétSina balance beam testi
taktéz poukaze na motorické nedostatky, ale vétSinou jsou tyto nedostatky ptechodného razu
(vlivem nervové plasticity) ave vy$§im véku postizenych potkanli uZz nejsou cCasto
detekovatelné. Neshodné poznatky se objevily v uréeni motorickych defektd v raném
vyvojovém obdobi potkantii. A nejvice se rozchazeji vysledky a nazory jednotlivych autori

u horizontal wire a rotarod testa.

Dozrani kazdé motorické funkce lze u fyziologicky vyvijejiciho se potkana Casoveé
zatadit. U modell s perinatalni hypoxii se z ¢asového hlediska jevi dobré testovat kazdy den
v raném obdobi zivota (do 21. dne véku), kdy je motoricky vyvoj nejrychlejsi. Pak lIze interval
mezi jednotlivym testovanim prodlouzit na delsi dobu. Cim je viak krat§i Gasovy Gsek, tim
vznikne pfesngj§i predstava motorického projevu v pribéhu vyvoje. Pro ziskéani

dlouhodobych motorickych vysledkti by mélo méfeni probihat co mozné nejdéle, alespont do
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obdobi, ve kterém se potkan oznacuje za dospé€lého. Jediné tak lze pfesné urcit ucelenéjsi

ptehled motorického vyvoje a miru plasticity u zvoleného modelu.

Nejcastéji uzivany model perinatalni hypoxie je vyvolavan u 7 dennich potkant. Tento
model ma predstavovat vyvojovou uroven nervové soustavy, kterd se u ¢lovéka objevuje ve
32.-34. tydnu gestacniho stafi. Z pohledu vSak dalSich vyvojovych obdobi znazoriiujicich jiny
typ modelu perinatalni hypoxie, je nedostatek studii, které by tyto modely 1épe definovaly. Ve
své reSer$ni praci jsem se nesetkala s modelem perinatalni hypoxie, u néjz by byly popsany

motorické vystupy, a ktery by reflektoval stupenl vyzralosti donoseného jedince.

Touto praci bych tak chtéla poukdzat na to, ze je stale nedostatek studii, které by se
Vv $ir§im rozsahu zabyvaly motorickymi projevy perinatalni hypoxie, a které by tak mohly
poskytnout vice poznatkil o projevech tohoto postizeni a vytvofit tak Sirs$i zdkladnu pro dalsi
vyzkum v této problematice. Jedna se pfedevSim o intervencni moZznosti terapie v podobé
neuroprotektivnich latek, které ke svému vyzkumu potiebuji dobife definované modely

perinatalni hypoxie nejen po histologické strance, ale pfedevsim po strance funkéni.
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