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Abstrakt

Nazev:

Cile:

Metody:

Vysledky:

Funkeni testovani po experimentalné vyvolané fokalni mozkové ischémii u

laboratorniho potkana

Cilem této diplomové prace je navrhnout a otestovat baterii motorickych
test, které umozni efektivné posoudit motoricky deficit, ktery vznikne po

drobné ischemické 1ézi primarni motorické kury.

V experimentalni studii bylo pouzito 16 potkanich samcti kmene Long
Evans z chovu Fyziologického ustavu Akademie véd Ceské republiky.
Potkani byli nahodné rozdéleni na experimentalni a kontrolni skupinu.
Ischemicka léze byla indukovana pomoci fototrombotického modelu pro
docileni malého poskozeni v oblasti motorické kury mozku. Zvitata byla
testovana za pouziti baterie péti motorickych testt — Reaching test, Bar
holding test, Rotarod test, Ladder rung walking test a Open field test. Pro
analyzu dat byl pouzit program Sigma Stat3.5®SPSS a Microsoft Excel
2010.

Vysledky testii ukéazaly, ze vzniklé drobné poskozeni motorické kiry u
laboratorniho potkana Ize objektivné hodnotit pomoci Reaching testu, ktery
se zaméfuje na uchop ptredni koncetinou a jemnou motoriku. U testl
hodnoticich pfevazné lokomoci nebyl nalezen vyznamny rozdil mezi vykony
experimentalni a kontrolni skupiny. Podafilo se ovéfit, ze deficit se projevuje
piedevsim na funkci horni konéetiny. V pribéhu ¢asu Ize pozorovat zlepseni
v Reaching testu z hlediska uspé$nosti a dochazi k castecné obnové

motoriky.

Kli¢ova slova: cévni mozkova piihoda, neurologicky deficit, funkéni test



Abstract

Title: Functional assessment after experiemantally induced focal cerebral ischemia in

rat.

Objectives:

Methods:

Results:

The aim of this diploma thesis was to design and test a set of motor tests,
which provide an effective assessment of motor deficit, which forms after

small ischemic lesion of primary motor cortex.

Experiment was performed in 16 Long Evans rats from breeding in
Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic. Rats
were devided into two groups (experimental and control). Ischemic lesion
was induced by a photothrombotic stroke model to affect a small area — a
motor cortex. For functional assessment we used five motor tests —
Reaching test, Bar holding test, Rotarod test, Ladder rung walking test and
Oper field test. For data analysis we used program Sigma Stat3.5®SPSS
and Microsoft Excel 2010.

Our findings demonstrate that a small lesion of motor cortex is objectively
measurable by Reaching test, which focuses on grip and fine motor skills.
Other tests assess mainly gross motor skills and there we did not find a
significant difference between experimental and control group. Our
findings show that functional deficit manifests mostly in funkction of
upper limb. During the time of the experiment we can see an improvement
and increasing success in Reaching test and partial recovery of motor
skills.

Keywords: stroke, neurological deficit, functional assessment
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Seznam pouzitych zkratek

ACE - angiotenzin konvertujici enzym
AVCR — Akademie véd Ceské republiky
CMP — cévni mozkova piihoda

CT — vypocetni tomografie

FAST — face, arm, speech, time

JIP — jednotka intenzivni péce

MCAo0 — middle cerebral artery occlusion
MCA — middle cerebral artery

MRI — magneticka nukledrni rezonance
NPT — nonparetic forelimb training

OF — open field

RB — rose-bengal (belgalska cerven)

RT — reaching test

TIA — tranzitorni ischemick4 ataka


https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Magnetick%2525252525C3%2525252525A1_nukle%2525252525C3%2525252525A1rn%2525252525C3%2525252525AD_rezonance&action=edit&redlink=1

1 Uvod

Cévni mozkova piihoda (dale CMP) je celosvétove paté nejcastéjsi onemocnéni
zpusobujici smrt. Je to akutni onemocnéni, které je mnohdy pti¢inou trvalé invalidity.
CMP muze byt také pricinou demence, deprese ¢i epilepsie. Vedle nakladia pro
zdravotni pojistovny a systém socialniho zabezpeceni je péce 0 pacienty po CMP velmi
naro¢na piedevsim pro rodiny postizenych. Je tedy velkym zajmem celé spole¢nosti
zamg&fit Se na minimalizovani vzniku CMP, tedy na prevenci, ale i na uc¢innou 1é¢bu a

terapii po prodélané CMP.

Nedilnou souc¢asti mediciny je vyzkum a vyvoj novych vySetiovacich a
terapeutickych postupt. Jednou z cest je ziskavani cennych poznatki pomoci
experimentalnich modelt, v tomto piipadé konkrétn¢ modeld ischemické i
hemoragické cévni mozkové ptihody. Tyto modely vedou k lepSimu porozuméni
procesim, které zpasobuji poskozeni mozku ¢&i ziskani informaci 0 ucinnosti
neuroprotektivnich latek. Mezi nejéastéji vyuzivané laboratorni zvife patii laboratorni
mys ¢i potkan. Duvodi je vice, at’ uz se jedna 0 mnozstvi znamych daji 0 téchto
druzich z hlediska fyziologie ¢i morfologie, rychlou dostupnost a vyssi po¢et mlad’at v

jednom vrhu ¢i o podobnost cerebrovaskularni cirkulace s ¢lovékem.

Jeden z nejcastéjSich dusledki CMP je hemiparéza horni koncetiny, ktera je
zaroven povazovana za jeden z nejvice pretrvavajicich a omezujicich faktort a velmi
limituje kvalitu zivota. | z tohoto duvodu je potkan idealnim modelem, protoze byla
zjisténa velika podobnost mezi hlodavci a ¢lovékem z hlediska Gchopu a jemné
motoriky (Jones, 2013).

V minulych dvou letech jsem méla prilezitost zacastnit se jako fyzioterapeutka
rekondi¢nich pobyti pro lidi po prodélané CMP. Tyto pobyty pro mne byly velikou
zkusenosti, setkala jsem se s lidmi s rozlicnymi nasledky i ptibéhy, sdileli Se mnou sva
prani a cile, mezi které patfilo vétSinou obnoveni plné sobéstacnosti ¢i feci. Je piinosné
uvédomit si dusledky, které 1écba CMP piinasi, jak ovliviiuje terapii a kvalitu zivota
pacienta. Fyzioterapie se muze jevit vzdalena preklinickému vyzkumu
s experimentalnimi modely, ovSem je to relativni. Vidim souvislost mezi fyzioterapii a

touto praci, nebot’ v ordinacich ¢i na luzkach se setkdvame s pacienty po CMP a i
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fyzioterapie se jako souc¢ast mediciny mtze podilet na rozvoji vyzkumu v preklinickych
studiich.

Prace si klade za cil navrhnout a otestovat sadu motorickych testd, které umozni
efektivné posoudit motoricky deficit, ktery vznikne po drobné ischemické 1ézi primarni
motorické kury. Cilem je také ovéfit, zda-li se tento deficit v pribéhu casu zlepsuje a
dochazi tak k ¢astecné obnové motoriky. Pro ziskani dat byly vybrany vhodné
motorické testy dostate¢né citlivé pro vySetfeni funk¢nich deficitd. Pro zjisténi
behavioralnich projevt zvifat byl vybran jeden test vhodny pro pozorovani spontanni

explora¢ni aktivity zvifat.

Teoreticka ¢ast je zaméfena na informace o0 CMP - zakladni rozdé€leni, etiologii,
diagnostiku, 1é¢bu a prevenci. Dale shrnuje nékteré z poznatkti 0 nervové reinervaci a v
dalsich kapitolach jsou popsany zakladni experimentalni modely a motorické a
behavioralni testy. Vyzkumna ¢ast se zamé&fuje na téitydenni experiment a analyzu dat u

provedenych testu.
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2 Teoretické podklady

2.1 Cévni mozkova prihoda

Cévni mozkovou piihodu ro¢né prodéla priblizn¢ 800 000 lidi (Mozzafarian,
2016). V Ceské republice predstavuji cévni mozkové pithody druhou nejéastgjsi pticinu
smrti. Ro¢né zde postihne vice nez 30 000 lidi. CMP (téz iktus, mozkova mrtvice nebo
mozkovy infarkt) je nahle se rozvijejici postizeni urc¢ité oblasti mozkové tkané vzniklé v
dusledku poruchy krevniho zasobeni mozku, kdy dochazi k imrti nervovych bunék. K
této poruse mize dojit bud’ na podklad¢ tepenného uzavéru (tzv. ischemicka CMP),
nebo na podklad¢ krvaceni z mozkové cévy (tzv. hemoragicka CMP), piipadné se mize
ukold je rozlisit ischemickou a hemoragickou cévni mozkovou piihodou, protoze lé¢ba
je v obou piipadech odlisna a nevhodny terapeuticky pfistup muze byt pro nemocného
fatalni. Cévni mozkova piihoda je akutni stav, vyzaduje neodkladnou Iékaiskou pomoc
(Ambler, 2006).

2.1.1 Zakladni rozdéleni

Ischemicka cévni mozkova piihoda

Ischemickd cévni mozkova piihoda je nejcastéjsim typem CMP. Vznika na
podkladé trombozy nebo embolie. Tromboza mize byt Zilniho (vznika venostaza) nebo
tepenného (vznika ischemie) typu. Trombus je krevni Srazenina, ktera je ptichycena ke
sténé cévy a tim Snizuje jeji prusvit, je to proces doprovazejici aterosklerozu. Embolie
vznika utrzenim trombu v cévnim ftecisti, kdy je srazenina vmetena do uzsi cévy. V
ptipadé odtrzeni Zilniho trombu vznika plicni embolie, embolus je pies pravou sif
vmeten do plicnice. V ptipad¢ otevieného foramen ovale putuje embolus levou sini do
tepenného obéhu a muze se dostat i do uzsi mozkové tepny. Tepenny uzavér vznika
Casto na zakladé srde¢ni vady, napt. fibrilace sini, kdy mize dojit k embolizaci z levé
sin€ do tepenného obéhu a opét se mize dostat do mozkové tepny. Dalsi mozné pficiny
mohou byt: disekce kréni tepny, trombofilni stavy nebo utlak cévnich struktur pii

nitrolebni expanzi (Ambler, 2006).
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Hemoragicka cévni mozkova piihoda

Hemoragicka cévni mozkova piihoda je zptsobena rupturou cévy v dané oblasti.
Hemoragicka CMP je zplsobena vétSinou vysokym krevnim tlakem. Nasledky byvaji
zavaznéjsi, piiznaky se rozvijeji rychleji a stupen postizeni je vétsi. Spole¢né s projevy
CMP se totiz v lebe¢ni dutiné zvySuje nitrolebni tlak, ktery se podili na rychlém rozvoji
ptiznakut i jejich zavaznosti. V extrémnich pfipadech muze dojit kK mozkovému otoku,

utlaku centra pro dychani a srde¢ni ¢innost a tak i ke smrti postizeného (Ambler, 2006).

Tranzitorni ischemicka ataka (TI1A)

TIA se lisi od klasické CMP tim, Ze krevni zasobeni je pieruSeno pouze
kratkodobé. | tato piihoda vyzaduje okamzité Iékatské vysetfeni a intervenci, protoze je
obvykle ptedzvésti budouci piihody. Muze se projevovat rychle rozvinutymi klinickymi
znamkami loziskového mozkového postizeni nebo poruchami vizu, které typicky trvaji

méné nez 1 hodinu, maximalné v§ak 24 hodin (Nevs§imalova, 2002).

2.1.2 Klinicky obraz

Pti vzniku CMP mizeme sledovat nékteré z nasledujicich pfiznakd: hemiplegie
(slabost az ochrnuti poloviny téla), hemihypestezie (porucha citlivost poloviny téla),
afazie (porucha feci), hemianopsie ¢i jina porucha vidéni, vertigo, dalsi neurologické

ptiznaky dle lokalizace postizeni (Ambler, 2006).

U Kkrvaceni z cév probihajicich v mozkovych obalech se typicky objevuje nahla
silna bolest hlavy s pfiznaky podrazdéni mozkovych plen (meningealni ptiznaky —
ptiznak opozice $ije). Pti rozsahlém poskozeni mize vSech typid CMP dojit k rychlému

vzniku bezvédomi pacienta.
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2.1.3 Klasifikace dle postiZzené tepny

e a. cerebri anterior — hemiparéza s pievahou na dolni koncetiné
o vlevo — transkortikalni motoricka afazie, poruchy chovani — apatie,
abulie nebo ztrata zabran
o vpravo — motoricky nebo prostorovy neglect, poruchy chovani
e a. cerebri media— hemiparéza az hemiplegie, centralni postizeni licniho nervu,
hemisenzitivni defekty, poruchy zorného pole a pohledové obrny ke druhé
stran¢
o léze v oblasti dominance te¢i vede kafazii, apraxii, agnozii, léze
druhostranna vede Kk poruse prostorového vnimani
o uzavér hlavni horni piedni vétve — postizeni frontalniho laloku,
faciobrachialné zvyraznéna hemiparéza, motoricka afazie a apraxie
o uzavér hlavni dolni zadni vétve — ptevazné senzitivni deficit
o uzavér hlavniho kmene — postizeni basalnich ganglii, capsuly interny,
hemiparéza az plegie a poruchy citlivosti poloviny téla
o uzavéry lentikostridlnich arterii — vedou k lakunarnim infarktim s
postizenim  basalnich  ganglii a capsuly interny, pfipadné

s extrapyramidovymi motorickymi projevy
e a. cerebri posterior

o uzavér segmentu pied a.communicans posterior — senzomotoricka

hemiparéza a hemianopsie na dolni konéetiné
o Uzaveér segmentu za a. communicans posterior

= vlevo: hemianopsie, neuropsychologicky deficit (alexie,

konstrukeni apraxie, agrafie, akalkulie), senzoricka afazie

= vpravo: porucha prostorového vnimani, vizualni neglect syndrom

doleva, prosopagnosie (oblicejova slepota)

e a. basilaris— v klinickém obrazu jsou riznorodé kombinace postizeni
mozkového kmene (dysfonie, obrna meékkého patra, Skytavka, porucha algické a
termické citlivosti oblic¢eje, tinitus, parézy horizontalniho ¢i vertikalniho
pohledu), mozecku, talamu, temporalniho a okcipitalniho laloku (Lukas, 2014,
Ambler, 2006).
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2.1.4 Diagnostika

Pfi vzniku pfiznaki CMP je nutna neodkladna hospitalizace na iktové jednotce
se zajisténim jednotky intenzivni péce (JIP). Lécba se rozlisuje podle toho, o ktery typ
CMP se jedna a zaroven je velmi zasadni casovy udaj 0 vzniku loziskové
symptomatiky. lhned po pfijeti ma byt provedena pocitacova tomografie (CT)
nebo magneticka nuklearni rezonance (MRI). Neurologické vySetfeni neni pro
jednotlivé typy CMP specifické (Kalita, 2006).

2.1.5 Lécba

Lécba akutniho ischemického iktu

Zasadnim bodem anamnesy je Casovy udaj, kdy byl pacient naposledy bez
obtizi. Napft. pacient, ktery se probudi rano s jiz rozvinutymi ptiznaky a ktery byl bez
obtizi vecer pied spanim, bude nejspiSe jiz mimo terapeutické okno pro trombolytickou
1écbu. Cilem 1éEby je co nejrychlejsi obnova krevniho pratoku V postizené oblasti
mozku a ochrana tkan¢ piiléhajici k postizené oblasti, aby byla zachovana funkce i pres
snizené prokrveni. Do 4,5 hodin od vzniku CMP se zahajuje celotélova nitrozilni
trombolyza, do 6 hodin od vzniku CMP intraarterialni trombolyza. Do 8 hodin od
vzniku CMP se provadi angioplastika - mechanické zpruchodnéni piislusné tepny,
spojené s odstranénim blokujiciho aterosklerotického platu. Pokud neni mozno pacienta
Iécit podanim trombolytické terapie, ptistupuje se Kk antiagregacni 1é¢be, podani ACE
inhibitoru a statint (Kalita, 2006).

Léc¢ba akutniho hemoragického iktu

U CMP vzniklé po krvaceni je nutné identifikovat zdroj krvaceni, poté je
zasadni snizeni nitrolebniho tlaku a pfedchazeni komplikacim v podobé dalsich iktd.
Neurochirurgicka 1é¢ba je pouzivana u krvaceni do oblasti mozecku a u krvaceni do
povrchovych oblasti mozku, nékdy je pro rekonstrukci cévy nutna kraniotomie (Kalita,
2006).
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2.1.6 Prvni pomoc p¥i vzniku CMP

Pfi vzniku CMP je kli¢ova kazda minuta a proto se celosvétove $iti informace,
jak rozeznat ptiznaky a jak clovéku co nejlépe a nejrychleji pomoci. Je nezbytné
okamzité vyhledat Iékaiskou pomoc, ¢im dfive, tim spiSe se minimalizuje nervové

poskozeni. Existuje zkratka ,,FAST* (obr. 1) pro lepsi zapamatovani varovnych signalu.

FACE ARM SPEECH TIMETO
DROOPING | EAKNESS | piEFIGULTY | gaLLo

Obrazek 1 Mezinarodni zkratka FAST, ktera pomaha rozpoznat piiznaky CMP
(American Heart Association 2017)

Zkratka FAST byla vytvofena v USA a jednotliva slova ve volném piekladu
vyjadiuji nasledujici fakta:
e Face (oblicej) — viditelny spadly koutek ust.
e Arms (paze) — slabost jedné koncetiny, pokles, neschopnost zvednout pazi ¢i
asymetrické zvednuti pazi.
e Speech (fe¢) — nezfetelna ¢i jinak neobvykla fe¢, neschopnost opakovat véty.
e Time (Cas) — pii sebemensim podezieni zavolat zachrannou sluzbu a zaznamenat

¢as vzniku symptomu.

Dalsi mozné patrné symptomy: slabost celé poloviny téla, rozostfeny zrak ¢i Sero
postihujici jedno oko, silna bolest hlavy bez zjevné pfiCiny, zavraté a poruchy
rovnovahy. Rizikové faktory pro vznik CMP: jiz prodélany iktus, vysoky krevni tlak,
koufeni, diabetes, srde¢ni choroby (Stroke: First Aid, 2014).
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2.1.7 Obdobi po akutni fazi

CMP je zivot ménici udalost, ktera ma na ¢lovéka a jeho okoli jak fyzicky, tak
psychicky dopad. Po stabilizaci stavu v akutni fazi zacina rehabilitace s cilem co
nejveétsi funkéni obnovy postizeného. Rehabilitace zahrnuje logopedii, fyzioterapii,
ergoterapii, dochazeni do riznych skupin, zapojeni rodiny. Idealem je zlepSeni ¢i
obnova srozumitelné feci, Samostatnost a sobéstacnost, zlepSeni koordinace,
vykonavani béznych dennich aktivit a pozitivni psychologicky ucinek (Winstein, 2016).
Fyzioterapie se rozdéluje podle stadia 1é¢by CMP a prizptisobuje se danym moznostem,
ale i cilam pacienta. Zahrnuje polohovani, pasivni pohyby, nacvik pohybid na lizku,
posazovani, trénink rovnovahy, vstavani, chizi. V dalSich fazich se fyzioterapie
zam&fuje na jemnéjsi izolované pohyby, uchopy, potlacovani patologickych
pohybovych vzorl, nacvik spravnych stereotypi. Mezi specialni metodiky, které se
pouzivaji v 1é&cbé¢ CMP, patii pievazné proprioceptivni neuromuskularni facilitace
(PNF), Vojtova reflexni lokomoce, Bobath concept (Kolar, 2009) a dalsi metody,

rovnéz Se vyuziva robotika ¢i virtualni realita (Poli, 2013).

2.1.8 Prevence

Pro prevenci CMP plati obecna pravidla zdravého zivotniho stylu: zdravé
stravovani, udrzovani normalni vahy, pravidelné cviceni, vyvarovat se koufeni a
alkoholu, kontrola krevniho tlaku, glykémie, pravidelny spanek, dodrzovani

farmakologické terapie (Feigin, 2007).

2.1.9 CMPv CR

Piestoze CR stale patfi k zemim s vy$§i umrtnosti na CMP nez ve véting
rozvinutych zemich, kfivka ukazujici letalitu z divodu CMP ma od zacatku
devadesatych let klesajici charakter. Tento pokles se dostavil v porovnani s USA a
zapadnimi staty Evropy zhruba o 30 let pozdé&ji, mél ale rychlejsi spad. Pti¢ina bude v
primarni i sekundarni prevenci CMP, ktera zahrnuje pievazné kontrolu hypertenze,
Iécbu fibrilace sini a antiagregacni 1écbu, i kdyz prevalence CMP jako takova se
nesnizila. Moznym divodem je starnuti populace a ptesngjsi diagnostika. Recidivy,
kterym se snazi piedchdzet sekundarni prevence, ptredstavuji az ctvrtinovy podil v

16



celkovém poctu vzniklych CMP. Rekurence je nejvyssi v nékolika prvnich tydnech a
riziko vzniku dalsi CMP tvofii az 10-15% (Bruthans, 2009).

Pokles mortality lze obecné vysvétlit neékolika pfi¢inami. Prvni je zlepsSeni
primarni i sekundarni prevence CMP (pokles vyse krevniho tlaku, G¢inné 1é¢ena
hypertenze). Dalsim vysvétlenim je pokles letality onemocnéni v dusledku ucinnéjsi
1é¢by, které je dano predevsim vyraznym zlepSenim diagnostiky a pokroky intenzivni
péce nez vlivem kvalitativni zmény lécby. Podle starSich studii az 30 % pacientt
umiralo po CMP do jednoho roku, primérnou dobu pieziti bylo 4-5 let. Téméf polovina
prezivsich nebyla sobésta¢na pii béznych dennich aktivitach a tak byla zavisla na

vvvvvv

oblasti prevence a lécby CMP je letalita nizsi, stejné tak doba preziti a mira potieby
dopomoci je piiznivéjsi, nez uvadgji starsi studie. Obecné Ize konstatovat, ze ackoliv se
incidence a prevalence CMP vyznamné nezvysila, letalita a mortalita vyrazné klesla,

ptesto jsou ale ¢isla stale velmi vysoka (Zvolsky, 2012).
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2.2 Nervova regenerace a reorganizace po CMP

Ischemicka cévni mozkova piihoda je charakterizovana gradientem snizené¢ho
prutoku krve — jadrem S vyznaénym sSnizenim pritoku a poskozenim tkani a
penumbrou, kde pritok krve a degenerativni reakce nejsou tolik extrémni (Heiss, 2012).
Ztrata dodavky krve zahajuje kaskadu metabolické poruchy, mitochondrialniho kolapsu,
oxidaéniho stresu a zanétu, ktera, pokud neni rychle zvracena, vede k nevratnému
poskozeni (Doyle, 2008).

Po probéhlé CMP obvykle probihd ur¢ité spontanni funkéni zlepSeni. CMP
podnécuje regeneratni odpovédi v podob¢é reorganizace mezi pteziv§simi neurony.
Zvazuji se dva mechanismy, které tomu piispivaji — jeden je, Ze nékteré oblasti jsou jen
docasné poskozené co se tyce nervové aktivity, metabolismu a krevniho ob&hu — tyto
oblasti jsou piimo spojené s poskozenou tkani. Druhy mechanismus je, ze piezivsi
neurony reorganizuji SVé propojeni tak, ze se podpofti ¢aste¢na obnova funkce, piipadné
kompenzaéni nahrada ztracené funkce. Jsou to vzajemné propojené mechanismy.
Nicméné i presto prechazi vétSina akutnich postizeni do chronicity. Nervova
reorganizace po CMP je iniciovana bunénymi reakcemi na degeneraci. Axony a
synapse postizenych neuronti degeneruji v dal$ich oblastech mozku, coz podnécuje
regeneracni reakce a nové spoje mezi prezivsimi neurony (Doyle, 2008). V téchto
novych spojich se skryva velky potencial pro variabilitu v novych vzorech a funk¢ni
ptinos (Jones, 2015).

V dozralém centralnim nervovém systému je axonalni reinervace dosaZzena
zejména kolateralnim “klicenim” (rdstem novych spoji) zbyvajicich projekci spi§ nez
dlouhym rastem novych axoni. Axonalni degenerace je hlavni spousté¢ rustu pro zbylé

axony (Collyer, 2014). Cim aktivn&jsi je zbyla aferentace a neuralni aktivita, tim vic se

prispiva k reinervaci, coz tvoii slibny terapeuticky cil (Carmichael, 2006).

Nékteré vyzkumy neuronalni reorganizace po CMP se soustiedi na reorganizaci
motorického systému a prispéni ke zlepseni funkce horni koncetiny. Behavioralni
intervence jako motoricky rehabilita¢ni trénink mtze utvaret neuronalni reorganizaci.

Pouze rehabilita¢ni trénink je obvykle nedostacujici pro obnovu normalni funkce, ale
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mize byt zlepSen v kombinaci s dalsi 1écbou. Mnoho prvkt reorganizace motorického
systému je citlivych na neuralni aktivitu a dalsi manipulace. Naptiklad elektrostimulace

kontralateralniho kortexu zvySuje rust kontralateralnich kortikospinalnich projekei
(Jones, 2015).
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2.3 Reinervace u experimentalnich modelu

Hemiparéza je nejcastéjsi dusledek CMP, je to kviali tomu, Ze nejcastéji
postizenou oblasti je cévni zasobeni motorické kury a ptilehlych oblasti, coz je oblast
zasobeni a.cerebri media. U CMP jde obvykle o “odpojeni” kortexu od mezimozku,
mozkového kmene a michy v disledku poskozeni descendentnich subkortikalnich drah,
ptimého poskozeni kortexu ¢i kombinaci obojiho. Tim je ztracen signal motorickych
neuront Z kortexu do subkortikalnich oblasti. Zbylé neposkozené neurony pak vysilaji

nové vybeézky pro reinervaci do téchto subkortikalnich oblasti (Jones, 2015).

Bylo prokazano, ze pohyby koncetin hlodavct jsou velmi podobné pohybim
konCetin primatt, mezi které patii i ¢loveék a proto se studie zamétuji pravé na
experimentalni modely s hlodavci a moznosti zlepSeni terapeutickych postupt
(Alaverdashvili, 2008).

Vétsina studii zabyvajici se experimentalnimi modely zvifat a subkortikalni
reinervace zkoumaly projekci vysilajici z neposkozené primarni motorické kiry, kdy po
kortikalnim infakrtu ¢i uzavéru a cerebri media dochazi k reinervaci striata
(Carmichael, 2006) ¢i michy (Liu, 2009). Nicméné neurony z ipsilateralniho
(poskozeného) kortexu mohou rovnéz stav ovlivnit — kortikospinalni projekce zadnich
koncetin, které bézné mifi do nizsich etdzi michy, mohou reinervovat do cervikalni ¢asti
michy (Starkey, 2012).

Studie Liu et al (2009) tvrdi, ze pokud pievazuje reinervace z kontralateralni
strany, piispiva to ke vzniku abnormalnich svalovych synergii na paretické konceting.
Pfimé poskozeni motorické kiry vede k rozsahlé remodelaci a reorganizaci zbylych
dendriti. Dendrity ¢aste¢né degeneruji a nasleduje ruzny stupen opétovného rastu v

prubéhu ¢asu (Chen, 2011).
U dospélych potkant léze M1 vede k ristu novych intrakortikalnich axonu z

oblasti analogické nasi premotorické kutfe do postizené oblasti (Benowitz, 2010).

Ve zvitecich studiich funkce paretické koncetiny byla siln¢ spojena s reorganizaci Vv
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motorické (Tennant, 2015) a somatosenzorické (Brown, 2009) kuie poskozené

hemisféry v souvislosti s navratem kK béznym aktivitam.

Utinky rehabilitaéniho tréninku se 1isi podle délky tréninku, véku zvitete a
nacasovani (Tennant, 2015). U zvifecich studii se ukazalo, ze rehabilita¢ni trénink
zahajeny béhem prvnich tydn po CMP vede k lep$im funkénim vysledkim a k hlubsim
nervovym zménam nez pozd&jsi trénink (Park, 2010). Casné trénovani paretické
konCetiny a behavioralni intervence pasobi proti nechténym uc¢inktm tréninku

neparetické koncetiny (Jones, 2011).

Okabe (2017) tvrdi, Ze rust axond u potkant z kontralateralni motorické kury je
zvysen tréninkem, ktery je zahajen paty den po CMP, ne dfive, ne pozdé&ji. Zaroven také
tvrdi, Ze soucasné znalosti 0 ¢asovém pribéhu neuroanatomické reorganizace nejsou
ucelené. Je jasné jen to, ze proces trva dlouhou dobu (mésice a déle) a nejdynamictéjsi
je ihned po zranéni (Carmichael, 2006, Rehme, 2013). V ramci rehabilitace je nutné

Iépe porozumét zavislosti nervové obnovy na ¢asu. (Dromerick, 2009).

21



2.4 Funkdéni poskozeni a testovani experimentalnich modelu

Funkéni posSkozeni senzomotorické oblasti se projevuje behavioralnimi
zménami. Pfirozenou odpovédi na disabilitu jedné koncetiny je nauceni novych
zpusobu pouziti druhé koncetiny pro vykonavani kazdodennich aktivit. Ptezivsi CMP se
obvykle nauc¢i spoléhat se na neparetickou koncetinu, coz je velmi casta a hluboce
zakotenéna forma behavioralni kompenzace (Levin, 2009). Tim se jesté vice podporuje
nepouzivani paretické koncetiny. Bylo prokazano, Ze nepouzivani paretické koncetiny a
naviC uceni novych schopnosti zdravou koncetinu rozvraci nervové mechanismy pro
funkéni zlepSeni paretické koncetiny (Jones, 2015). Ziskani novych manudlnich
schopnosti zavisi U neposkozeného mozku na strukturalni a funkéni reorganizaci
motorického kortexu (Xu, 2009). Po CMP se tato schopnost ziskavani prekryva s
probihajicim degenerativnim a regeneracnim procesem jako odpovéd’ na poskozeni
(Carmichael, 2006).

Kompenzace v podobé spoléhani se na funkéné "lepsi" koncetinu po CMP
prispiva k trvajici dysfunkci paretické koncetiny tim, ze se podporuje jeji nepouzivani.
Nedavné poznatky potvrzuji, ze uceni nové motorické schopnosti s neparetickou
koncetinou redukuje spontanni obnovu a limituje funkéni zlepSeni vyplyvajici z
postupného rehabilitaéniho tréninku paretické koncetiny po jednostranné ischemické
Iézi motorického kortexu u potkant (Allred, 2008). Ve studii Allreda (2005) se zjistilo,
7ze po prodélané 1ézi motorické kiry u laboratorniho potkana dosSlo pfi trénovani
neparetické koncetiny k prohloubeni dysfunkce paretické koncetiny. Spoléhani se na
neparetickou koncetinu ma vliv na poskozenou hemisféru a znemoziuje funkéni
zlepSeni postizené koncetiny. MacLellan (2013) tvrdi, Ze tyto nasledky byvaji

dlouhodobé a trvaji dlouho po skonceni tréninku.

Obecnym dusledkem tedy je, ze pouhym pfijetim a pouzivanim pfirozenych
strategii pro funkéni navrat do béznych dennich ¢innosti si mohou néktefi piezivsi lidé
po CMP bezdécné piekazit potencial pro zlepSeni funkce paretické koncetiny
(Jones, 2013). Na druhou stranu je v zivoté nutné se n¢jakym zptisobem prizpisobit a
byt cO mozna nejvice sobéstacny, idealem by tedy mohlo byt nalezeni né&jakého

kompromisu.
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Uceni nové schopnosti na jedné koncetin€ u zdravych zvirat bézné neprokaze
tak vyznac¢ny pokles u druhé koncetiny. Napiiklad u kontrolni skupiny potkand (v
originalu ‘“sham-operated”) specialni trénink jedné koncetiny (v originalu “skilled
reaching”) nemél zadny vyrazny efekt na druhou koncetinu (Allred, 2008). Z vyse
uvedenych studii vyplyva, ze neni vhodné pouzivat po CMP pouze neparetickou
koncetinu (Jones, 2013).

Rehabilita¢ni trénink paretické koncetiny podporuje obnovu pohybu piedni
konéetiny a stejné tak rtst dendritd a zrani synapsi v motorickém kortexu. Uginek
rehabilitaéniho tréninku je naruSen prednostnim trénovanim neparetické koncetiny.
Jeden z klinickych rehabilitacnich ptistupti byl vyvinut s cilem celit “naucenému
nepouzivani”. Jedna se 0 omezeni pouzivani neparetické koncéetiny po vétSinu Casu
béhem bdéni v obdobi intenzivniho rehabilitatniho tréninku paretické koncetiny
(Lang, 2013). Klinické studie podporuji u¢innost tohoto piistupu pro zlepseni motorické
funkce po CMP (Kwakkel, 2015).

23



2.5 Experimentalni modely CMP

Od konce sedmdesatych let byly vyvinuty experimentalni modely cerebralni
ischemie s cilem idenfitikovat mechanismy, které zptsobuji poskozeni tkani a
poskytnout zaklad pro vyvoj novych terapii po CMP na preklinické urovni.
Experimentalni modely ischemické ¢i hemoragické cévni mozkové piihody u
laboratorni mys$i ¢i potkana jsou dilezitym nastrojem pro ziskani a charakterizaci
novych terapeutickych postupu. V poslednich letech bylo vyvinuto nékolik modela
cerebrovaskularnich onemocnéni. Tyto modely se vyznacuji Sirokou paletou technik
pouzivanych k indukci mozkovych infarktti. Modely slouzi ke studiu patofyziologie
CMP a procesu, které zpusobuji poskozeni mozku. Také testuji U¢innost
ptedpokladanych neuroprotektivnich latek nebo regeneracnich c¢idel, které by mohly
slouzit pro 1é¢bu pacientd po CMP (Bacigaluppi, 2010).

Experimentalni modely se rozliuji na globalni ¢i fokalni podle velikosti
indukované 1éze. Globalni ischemie je vyvolana chirurgickou okluzi hlavnich cév, coz
vede k témé&r tplnému pieruseni cerebralni cirkulace. Naproti tomu fokalni ischemie je
zpusobena okluzi jedné tepny kmene (Casto je to a.cerebri media). U vétSiny pacientl
dojde trombolyzou k rekanalizaci mozkové tepny, coz vede k reperfuzi (obnové
dodavky kysliku a vyzivy) v oblasti ischemie. Mnohé experimentalni modely fokalni
Iéze rovnéz funguji na této bazi a tak se modely mohou dale délit podle toho, zdali k
reperfuzi dojde ¢i ne. U potkant reperfuze kratce po okluzi redukuje vysledny infarkt a
neurologicky deficit je méné zavazny. Pozitivni ucinky jsou viditelné, dojde-li k
reperfuzi do 1,5 hodiny. U lidi je u¢inna doba trombolyzy 3-6 hodin od nastupu

ptiznakt mrtvice (van der Staay, 2010).

MCA - okluze

MCA-okluze (v originalu “middle cerebral artery occlusion”) je velmi ¢astym
experimentalnim modelem pro vyvolani trvalé fokalni ischemie u labortorni mysi nebo
potkana. Metoda MCAo0 umoznuje vytvoreni trvalé i prechodné ischémie. Technika
nejCastéji vyuziva nylonové vlakno 0 daném praméru, princip modelu stoji na

docasném pieruseni krevniho prutoku a. cerebri media (cestou a.carotis interna), po
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vyndani vlakna dochazi k reperfuzi. Tato technika s sebou nese zna¢na rizika a i pies
dodrzovani vsech doporuceni mtze dojit ke komplikacim. K rizikim patii zejména
hemoragie zpusobena vlaknem, které bylo zasunuto piilis daleko nebo mohlo byt
zasunuto Spatné. Dale mize byt material vlakna nedostate¢né flexibilni nebo vlakno
muze byt ptilis silné v praméru. Model MCAO se vyznacuje Cetnymi variantami, které
se 1i8i v obturaci dalSich kolateralnich pfitokd a hlavné vznikem velké 1éze. Vyhodou je

absence poskozeni kranialnich struktur.

Hemoragicky model

Hemoragické zvifeci modely jsou 0 néco vzacnéjsi nez ischemické. Hematomy
(pouziva se fyziologicky roztok nebo vlastni krev) jsou injekéné vpraveny pod duru,
¢imz vznikne subduralni hematom, piipadné do cerebrospinalni tekutiny za vzniku

subarachnoidalniho krvaceni.

Chirurgicky model

Chirurgicky model je rovnéz postaven na okluzi MCA, ale model vyzaduje
kraniektomii a incizi dura mater. MCA je nasledn¢ okludovana nejcastéji kauterizaci
(paleni tkané elektrickym proudem). Metoda umoznuje vytvoreni trvalé i prechodné
ischémie. Lze uskute¢nit okluzi v raizném prabéhu tepny (proximalni ¢i distalni okluze).
Vyhodou je dobra reprodukovatelnost a nizka timrtnost. Nevyhodou metody je nutna

kraniektomie. Tato technika zaroven vyzaduje velikou zru¢nost operatéra.

Fototromboticky model

Fototromboticky model ischemické cévni mozkové piihody vyuziva lokalni
intravaskularni fotokoagulaci v ohrani¢ené kortikalni oblasti. Po intravenozni aplikaci
fotosenzitivni latky (napt. bengalska Cerven) je cilena ¢ast mozku ozarovana laserem
pies lebku, coz vede k fotochemické okluzi ozafovanych cév se sekudarni tkanovou
ischemii. Metoda byla poprvé pouzita na potkanech Rosenblumem (1977), v pribéhu
let byla vylepsena a pfizptisobena i pro mysi. Tato metoda ma velmi nizkou imrtnost,
vyzaduje minimalni chirurgicky zékrok a je vhodna pro vyvolani malych
lokalizovanych lézi.

Celkove byla vyvinuta siroka skala technik k vyvolani mozkového infarktu, tyto

techniky se stale vyvijeji a jsou zdokonalovany (van der Staay, 2010).
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2.6 Testovani experimentalnich modeli

V soucasné dob¢ existuje mnoho behavioralnich testd, Které posuzuji funkéni
zmény po CMP u experimentalnich modelt. Vétsina studii zamétenych na behavioralni
testy pouzivaji u potkantt MCAo model. Zadny z testil se doposud neprokazal jako lepsi
nez ty ostatni pro plnou charakterizaci riznych deficitd, ke kterym dochazi po iktu.
Ruizné testy jsou odlisné citlivé na méfeni deficitu spojeného s konkrétnimi oblastmi
poskozeni. Existuji behavioralni testy, které posuzuji jak akutni, tak i chronické
poskozeni u experimentalnich modeld. Motorické a behavioralni testy mohou byt
propojené, ¢ili test zhodnocuje jak slozku chovani, tak i motorickou. Motorické testy
jsou sestaveny tak, aby dokazaly sledovat urcity typ pohybovych dovednosti (Schaar,
2010).

Identifikace behavioralnich a farmaceutickych intervenci, které zlepsi zotaveni
po poskozeni CMP, je zakladnim prvkem vyzkumu iktu. Transla¢ni ptistupy zaméfené
na rehabilitaci se opiraji 0 spolehlivost a platnost zvifecich modelt a jejich schopnost
replikace lidského modelu iktu (O’Collins, 2006).

Nekteré testy vyzaduji tréninkovou fazi neboli ur¢itou dobu testovani jesté pred
aplikaci vybraného experimentalniho modelu. Jedna se obvykle o naro¢né testy, které
nelze provadét spontanné¢ a zvife Se je nejprve musi naucit. Jiné testy naopak
nepotiebuji zadny trénink. VéEtsina testd ma stanoveny doporuceny casovy limit nebo
pocet pokustl, coz zajisti efektivni dobu testovani bez zbyte¢ného pretizeni zvifete, které

by se mohlo unavit nebo ztratit motivaci (Schaar, 2010).

Vice testt muze znamenat lepsi rozpoznani i mirnych poruch. Vzdy zalezi na
konkrétnim vybéru baterie testt a na slozitosti a naro¢nosti danych testli. Pro nejlepsi
Sanci zajistit uspésné funkéni hodnoceni po CMP u experimentalnich modelt hlodavci
je dulezité ziskat zakladni tudaje (vykon bez nervového poskozeni) jesté pied
experimentem. Dale je nezbytné snizit stres zvirat béhem testovani na minimum Setrnou

manipulaci zvitat, zajisti to ziskani co nejvérohodnéjsich dat.
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3 Cile prace

Cilem prace bylo navrhnout a otestovat sadu motorickych testt, které umozni

efektivné posoudit motoricky deficit, ktery vznikne po drobné ischemické 1€zi primarni

motorické kury.

Hypoteézy:

1.

Ischemicka 1éze v oblasti primarni motorické kury vede k objektivné
m¢éfitelnému motorickému deficitu.

Motoricky deficit se projevuje predevsim ve funkci horni koncetiny resp.
uchopu.

Motoricky deficit se s ¢asem po prodélané CMP zlepSuje a dochazi k

¢astené obnoveé motoriky.
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4 Experimentilni pristup

Experimenty a péce 0 zvitata probihaly v souladu se zakonem ¢&. 246/92 Sh. Na
ochranu zvitat proti tyrani a piedpisem 311/97 Sh. o chovu a vyuziti pokusnych zvifat.
Experimentalni protokol byl schvalen Etickou Komisi Fyziologického tstavu Akademie
véd Ceské republiky (piiloha ¢&. 1).

V experimentu bylo pouzito 16 potkanich samcti kmene Long Evans z chovu
Fyziologického ustavu AV CR. Zvifata (vék 48 dnt, hmotnost 260 — 270g) byla
ustajena Vv klecich ve skupinach po ¢tyfech s volnym piistupem K vodé a potravé. V
mistnosti, kde byli chovani, byl 12/12 hodinovy rezim. Svétlo se rozsvitilo v 6h rano,

teplota mistnosti byla konstantné nastavena na 22°C a vlhkost na 50-60%.

Pro testovani zvirat jsme vybrali nasledujici baterii senzomotorickych testd:
reaching test, rotarod, ladder walking and bar holding s cilem stanovit senzomotoricky
vykon a koordinaci zvifat pfed vyvolanim CMP. Po vyvolani CMP byla zvifata
testovana za pouziti stejné baterie testt ve stejném poradi jako pied zasahem (viz
Casové schema, obr. 2-5). Vybrané testy jsou rutinné¢ pouzivany Vv oddéleni
experimentalni epileptologie FGU (Mikulecka, 2002, Brima, 2013, Brozickova, 2014).
Navic bylo hodnoceno sponntani exploraéni chovani v open fieldu (OF) jako zakladni

méfeni behavioralni odpovédi na nové prostiedi.

Tti dny pied zacatkem testovani byl zvifatim omezen pfisun potravy s cilem
zvysit jejich motivaci pro spravné provedeni testu. Zaroven byly do jejich domacich
kleci poskytnuty specialni pelety, které byly pouzity béhem tréninku v “reaching testu”,
aby si zvifata navykla na novou potravu. Timto zpisobem byla zvifata adaptovana na
taktilni, vizualni a olfaktorické vlastnosti pelet. VSechny experimenty byly provedeny
mezi 9 a 14h. Kazdy den byla zvirata piredem umisténa do laboratofe po dobu 30 minut

pted zahajenim experimentu, aby se adaptovala na jiné prosiedi.
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1. tyden 2. tyden 3. tyden

Den: 1. 5. 8. 9. 10. 12. 15. 19.
Zacatek Operace y Zacatek Konec
tréninku testovani experimentu

Zotaveni Y
PokracCovani
tréninku

Obrazek 2 Casové schema celého experimentu

Cely experiment byl rozvrzen do 3 tydna (obr. 2). Jednotlivé testy byly
rozdéleny do urcitého pofadi a program byl detailné rozvrzen pro kazdy den. Prvni
tyden (obr. 3) probihal kazdodenni trénink “Reaching test” (RT) a po ném nasledoval
vzdy jeden dalsi test. V nasledujicim tydnu (po skonceni tréninku) byla provedena
operace (obr. 4), nasledoval jeden den zotaveni (vSechna zvifata piezila zakrok). Do
konce druhého tydne zvitata byla trenovana v “Reaching test” jako pred zakrokem a

tieti tyden (obr. 5) byla testovana stejnym zptisobem jako pted vyvolanim CMP.

Den: 1 2. 3. 4. 5.
RT RT RT RT RT
Ladder rung walking Rotarod Bar Holding Rotarod Open field

Obriazek 3 Casové schema prvniho tydne experimentu
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Den: 8. 9. 10. 11 12.

Operace Zotaveni RT RT RT

Obrizek 4 Casové schema druhého tydne experimentu

Den: 15. 16. 17. 18. 19.
RT RT RT RT RT
Ladder rung walking Rotarod Bar Holding Rotarod Open field

Obrizek 5 Casové schema tietiho tydne experimentu

4.1 Reaching test:

Testovaci box, podobny jako ve studii Whishaw and Pellis (1990), byl vyroben z
plexiskla o rozmérech (23 x 16 x 34 cm). Ptred jednou ze stén se nachazel pult s 3 x 3
zlabky, do kterych se umistovaly jednotlivé pelety (obr. 6A). Zvife mélo k pultu pFistup
prostiednictvim 1 cm Siroké mezery v jedné z uzsich stén. Cilem bylo ziskavani pelet
skrze mezeru vyuzitim uchopu piednich koncetin. Trénink probihal kazdy den ve stejny
¢as po dobu 10 minut. Béhem této doby mélo zvife mozZnost ziskat tolik pelet, kolik

bylo schopno jednotlivé odebirat ze zlabka (obr. 6B). Uspé&snost byla zaznamenavana
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do protokolu. Vyhodnocovali jsme pocet uspésnych a netspésnych pokust 0 ziskani

pelety a to pro kazdou pfedni koncetinu zv1ast'.

Na konci prvniho tydne byla u kazdého zvifete definovana preferovana
koncetina pro uchopeni pelet (dominantni). Nepreferovana koncetina byla oznacena

jako nedominantni.

Obrazek 6 Testovaci box pro Reaching test (A), ukazka zvitete pii Reaching testu (B)
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4.2 Rotarod test:

Rotarod test ptredstavuje obecny ukol koordinace, sily, motivace, aktivity a
senzorimotorickych funkci. Zvifata byla pokladana na rotujici valec v protipohybu po
maximalni dobu 60s. Test byl proveden pii dvou rychlostech otaceni, 20rpms a 30rpms.

Rotujici valec byl umistén 30cm nad zemi. Sledovali jsme dobu setrvani na rotujicim

valci s maximalni dobou 60s (obr. 7).

=
o
e
* —
]

e

7"

Obriazek 7 Rotarod test
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4.3 Bar holding test:

V tomto testu se zvite muselo drzet prednimi koncetinami vodorovné tyce (25
cm dlouhé, 1 cm Siroké, 25 cm nad zemi). M¢tili jsme dobu, po kterou se udrzelo na
ty¢i (obr. 8A), maximaln¢ vsak do 60 s. Dale se hodnotilo zda-li zvite pfitahne K tyci

zadni koncetiny nebo zistava viset na prednich koncetinach (obr. 8B).

Obrazek 8 Bar holding test (A), zvife pfitahujici zadni koncetiny pii Bar holding testu

(B)
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4.4 Ladder rung walking test:

Zebtik byl umistén mezi 2 klece — prazdnou a domovskou s dalsimi zvitaty —
sourozenci. Zviie bylo umisténo na zacatek zebtiku s prazdnou kleci (obr. 9A). V tomto
testu jsou zvifata motivovana k chtizi po zebiiku z jednoho konce na druhy, aby se
setkala se sourozenci. Méfili jsme ¢as prechazeni celé délky zebtiku a hodnotili jsme
chyby pii chizi — propady jednotlivych koncetin mezi mezery zebiiku. Chyby byly
zaznamenany do protokolu. Test byl provadén dvakrat — nejprve s pravidelnym

usporadanim mezer (1 cm, obr. 9B) a nepravidelnym uspoiadanim mezer (1, 2 a 3 cm).

Obrazek 9 Ladder rung walking test, testovaci zebiik (A), zvife piechazejici zebiik s
pravidelnym a nepravidelnym uspoiadanim (B)

34



4.5 Open field:

Test byl proveden v tmavé aréné o ¢tvercovém poli 45 x 45 x 30 cm. Nad Open
fieldem byla instalovana kamera (obr. 10A). Videozaznam byl pofizen po dobu 5 minut.
Trajektorie pohybu byla snimana pomoci automatického (on-line) programu Etho
Vision Noldus Information Technology (obr. 11). V OF testu byla méfena usla

vzdalenost (cm) jako ukazatel lokomoc¢ni aktivity a ¢as straveny Vv centralni ¢asti arény

jako ukazatel emocionalniho stavu (obr. 10B).

Obrazek 10 Open field test, testovaci box a kamera (A), zvite v testovacim boxu (B)

Centralni €3st arény (29 x 29 om)

Krajni ¢ast arény (8 cm)

Obrazek 11 Znazornéni arény pro Open field test a popis jednotlivych ¢asti
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4.6 Vyvolani cévni mozkové prihody (CMP)

Pti operaci zvirat byl bran ohled na vysledky tréninku reaching testu, po kterém
byla uréena preferovana koncetina (dominantni) a nasledné¢ se definovalo misto
provedeni zakroku a vyvolani CMP pro docileni malého poskozeni v oblasti motorické
kary.

Zvirata podstoupila systémovou anestezii isofluranem (indukce 2 — 3%).
Ve stiedni ¢aie byla provedena kozni incize a mekké tkané hlavy byly odpreparovany,
aby vznikl volny prichod ke kostem kalvy pro budouci osvit laserem. Z piedniho
pfistupu, byla preparovana prava v.jugularis, do které byla nasledné injekéné podana
(20 mg/1 kg, 20mg RB v 1ml fyziologického roztoku) fotosenzitivni latka ,,bengalska
cerven” (RB). Kontrolni skupiné byl aplikovan pouze fyziologicky roztok (,,sham
surgery“). ,,Dominantni* polovina lebky byla ozafena v oblasti kryjici senzomotorickou
karu (bregma: R-C Omm, L-L 3mm). Jako svételny zdroj byl vyuzit zeleny laser
(30mw, 532um) s instalovanym ,,beam expanderem® zvySujicim pavodni prameér
laserového paprsku z pavodnich 1,8 mm na 54 mm. Piistroj byl nastaven na
kontinualni rezim a doba ozafeni ¢inila 10 minut. Kize byla bezprostfedné po ozafeni

sesita a zvitfe vraceno do klece ke zotaveni.

4.7 Zpracovani a statistické hodnoceni dat

Statisticka analyza byla provedena programem Sigma Stat3.5®SPSS. Pro
hodnoceni dat z Reaching testu byla pocitana procentualni tspé$nost tichopu pelet v
tydennim tréninku a nasledné po provedeni 1éze. Pro porovnani skupin byl pouzit t-test.
Nektera data nesplnila pozadavky parametrické statistiky, z toho divodu byly pouzity
pro hodnoceni dat z Ladder rung walking testu, Bar holding testu a Open field testu
neparametrické testy: Kruskal Wallis test s naslednym parovym porovnanim testem
Dunn’s method. Pro hodnoceni dat z Rotarod testu byl pouzit Wilcoxon Signed Rank
test. Uvadéna data jsou pramémé hodnoty a standardni chyby priméru (SEM).
Statisticka signifikance byla stanovena na p=0.05.

Pro vyméiené velikosti léze kazdého zvifete byl pouzit program Fiji. Pro
korelaci nasledné porovnani velikosti Iéze s uspésnosti zvirat v “Reaching testu” byl

pouzit systém Microsoft Excel 2010.
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5 Vysledky

Reaching test

Vysledky z prvniho tydne ukazaly, ze béhem tréninku byla zvirata schopna se
postupné naucit uchop pelet (graf 1). Trénink byl uspésny u 13 zvitat (82%), tj. tolik
zvirat provedlo uchopeni pelety pfedni koncetinou a snédlo ji. To dokazuje, ze zvifata
byla schopna ziskat taktilni, vizualni a olfaktorické charakteristiky pelet a tim se
adaptovala na novou odmeénu. Zaroven to prokazuje schopnost motorického uceni —

ziskani potravy pomoci nového funkéniho pohybu predni koncetinou.

Obe¢ skupiny mély v prvnim testovani po zakroku horsi vykon nez pii poslednim
tréninkovém dnu. Ob¢& skupiny vSak maji v prubéhu posledniho tydne vyrazné se
zlepsujici vykon. Pti srovnani CMP a kontrolni skupiny bylo zjisténo, ze i CMP skupina
dokaze svuj vykon plynule zlepSovat. Strméji stoupajici kiivka pro CMP skupinu v
grafu (graf 2) dokonce nasvédcuje tomu, ze byt je vykon CMP skupiny zpocatku
signifikantn¢ hor$i nez u kontrolni skupiny, tak kontrolni skupinu ve vykonu dohani.

Posledni den experimentu jsou hodnoty skupin témér stejné.

Dalsi graf (graf 3) znazoriuje celkovy pocet pokusti U CMP a kontrolni skupiny.
Lze fici, ze v prubéhu testovani se zvySoval pocet pokusli a zaroven Se zvySovala
uspésnost v provedeni testu. Korela¢ni analyza neprokézala statisticky signifikantni
rozdil mezi kontrolni a CMP skupinou zvitat v celkovém vykonu v prubéhu
experimentu. Jak je vidét z grafu 4, kumulativni hodnoty za 8 dnu tréninku ukazaly

snizeni vykonu u CMP zvifat, i kdyz nedosahlo statistické vyznamnosti (P=0,073).
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Trenink Reaching testu
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Graf 1 Tréninkova faze Reaching testu — 1. Tyden

Reaching test
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Graf 2 Vysledny graf aspésnosti v Reaching testu a u CMP a kontrolni (C) skupiny
* signifikantni rozdil mezi CMP a kontrolni skupinou p < 0.01,

** signifikantni rozdil mezi CMP a kontrolni skupinou p < 0.001
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Celkovy pocet pokusu v Reaching testu po zasahu

50

40 4

30 A

20 A

pocet pokusu

10 A

—&— celkovy pocet

0 1 pokusu u CMP

O celkovy pocet
pokusu u kontrol

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

testovaci dny

Graf 3 Graf znazornujici celkovy pocet pokust v Reaching testu u CMP a kontrolni
skupiny.

Kumulativni hodnoty v RT za 8 dni
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Graf 4 Kumulativni hodnoty tspé$nosti v Reaching testu u CMP a kontrolni skupiny

Bar holding

Po zasahu se ob¢ skupiny zvirat (kontrolni a CMP skupina) udrzely na tyci
signifikantné kratsi dobu nez pred zasahem (p< 0.05 a p< 0.01). CMP skupina méla
horsi vykon nez kontrolni skupina (graf 5). Pfed vyvolanim CMP se z celkového poctu
zvitat udrzelo na ty¢i 25% zvifat po maximalni uréenou dobu, tj. 60s. Pfi opakovaném

testovani po zasahu zadné zvite nevydrzelo na ty¢i do doby 60s.
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Pii tréninku dokazalo pfitahnout dolni koncetiny 11 zvifat. V. CMP skupiné
doslo po zasahu ke zhorSeni u 2 zvitat, ktera nedokazala dolni konéetiny pfitahnout. U
kontrolni skupiny doslo v tomto parametru u jednoho zvitete ke zlepsSeni, u druhého k
zhorSeni. VSechna ostatni zvifata méla stejny vykon CO se tyCe pfitahnuti dolnich

kongetin.

Bar holding

35

30 -1

25

cas (s)

15

10 -

trénink kontroly CMP

Graf 5 Vykon zvitat v Bar holding testu
* signifikantni rozdil u kontrolni skupiny oproti tréninku p< 0.05
** signifikantni rozdil u CMP skupiny oproti tréninku p< 0.01

Rotarod test

V prvnim testu provedeném pied zasahem Se zvifata na rotujicim valci udrzela
kratsi dobu nez po zasahu (graf 6). Tento vysledek neni piekvapujici, nebot’
opakovanym testovanim jsou zvitata schopna zdokonalit sviij vykon a udrzet se na valci
delsi dobu. To dokazuje jiz prvni opakovani testu o dva dny pozd&ji po prvnim
testovani, kdy doslo k mirnému zlepSeni vykonu zvitat pii obou rychlostech. Probiha
tzv. motorické uceni. Pfed vyvolanim CMP bylo patrné, ze pti vyssi rychlosti (30 rpm)

byl vykon zvirat snizeny, tzn. udrzeli se na valci kratsi dobu.
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Rotarod test - trénink - 1. a 2. test
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Graf 6 Rotarod test, 1. a 2. testovani pted zasahem pii rychlosti 20 a 30 rpm

Vysledky ukazuji, Ze po zasahu obé& skupiny, tzn. kontroly a CMP, si mirné
zvysily vykon pii druhém testovani pii rychlosti 20 rpm (graf 7). Poskozeni tedy

nemélo Vvliv na vykon pii rychlosti 20 rpm.

Rotarod test po CMP - 20rpm
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Graf 7 Rotarod test, vykon kontrolni a CMP skupiny pfi opakovaném testovani pfi
rychlosti 20 rpm
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Naopak pii rychlosti 30 rpm se vykon pii opakovani testu zhorsil u obou skupin

(graf 8). Vysledky neukazuji vyznamné rozdily mezi skupinami.

Rotarod test po CMP - 30rmp

0 T
1t K 1t CMP 2tK 2t CMP

Graf 8 Rotarod test, vykon kontrolni a CMP zvifat pii opakovaném testovani pfi
rychlosti 30 rmp

* signifikantni rozdil u CMP zvitat v druhém testu ve srovnani S prvnim testem pfi
rychlosti 30 rpm, p < 0,05

Ladder rung walking test

Data ukazala, ze po zakroku byly ob¢ skupiny schopny pfiejit Zebiik za
signifikantn¢ krat$i ¢as nez pied zasahem a to jak u pravidelného (P < 0,05, graf 9A),
tak i u nepravidelného (P < 0,05, graf 10A) uspofadani zebiiku. To znamena, ze zvitata
byla bez ohledu na zékrok schopna zdokonalit motoricky vykon a rovnovahu pfi
opakovaném testu.

Pfi ptechodu pravidelného Zebiiku provedla CMP skupina vice chyb (propad do
mezer zebiiku, graf 9B), naopak u nepravidelného zebiiku vice chyb u kontrolni

skupiny. (Graf 10B). Nicméné tyto vysledky nejsou signifikantni.
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Ladder rung walking test

Pravidelné usporadani
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Graf 9 Ladder rung walking test — vykon pfi pravidelném uspoiadani mezer (A) a pocet
chyb (propad koncetin do mezer) béhem prechazeni zebiiku (B)
* signifikantni rozdil proti vykonu zvitat pred zasahem p < 0,05

Nepravidelné usporadani
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Graf 10 Ladder rung walking test — vykon pfi nepravidelném uspotfadani mezer (A) a
pocet chyb (propad koncetin do mezer) béhem piechazeni zebiiku (B)
* signifikantni rozdil proti vykonu zvirat pred zasahem, p < 0,05
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Open field

Kdyz jsou zvitata poprvé vystavena novému prostiedi, travi vice ¢asu lokomoci
po okrajich arény (obr. 12). Po adaptaci na nové prostiedi pobyvaji vice i v centralni
casti arény. Jakmile zvitata ziskaji informace o nové aréné, jejich motivace k explora¢ni
aktivité se snizi. Vysledky ukazaly, Zze ubéhnuta vzdalenost v “Open fieldu” byla kratsi,
kdyz byla zvitata vystavena poprvé novému prostiedi (graf 11).

Opakované testovani ukazalo, ze obé& skupiny usly vétsi vzdalenost, ackoliv
signifikantn¢ vétsi vzdalenost usla zvifata po CMP. To znamena, ze CMP vyvolalo
hyperlokomoci. Ani jedna skupina zvirat nebyla schopna adaptace na nové prostiedi
(explorace neklesla), i kdyz vyrazné&ji u CMP zvitat (graf 12). Navic, zvifata po CMP
stravila mén¢ Casu V centralni ¢asti arény, coz poukazuje na mirné zvySenou anxietu

téchto zvirat.

Obrazek 12 Ukazka trajektorie zvifete v Open fieldu
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Open field
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Graf 11 Open field, lokomoc¢ni aktivita vyjadiena uslou vzdalenosti (cm) v OF
* signifikantni rozdil u CMP zvitat proti lokomo¢ni aktivité pred zasahem, p < 0,05
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Graf 12 Open field. Cas straveny v centralni asti arény
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Velikost léze a jeji vliv na funkéni deficit

Z tez mozku potkant byla zjisténa velikost Iéze (ptiloha ¢.2) vypocitana jako procento
postizené plochy fezu mozku oproti celkové plose daného tfezu. Tato hodnota byla
porovnana S uspésnosti potkana v Reaching testu ve tiech vybranych dnech experiment,
konkrétne 11., 15. a 19. den. Vysledky nepotvrzuji, ze by vétsi 1éze znamenala zaroven
horsi vykon. Naopak, 15. a 19. den ukazuji lehkou tendenci k opa¢nému trendu, ovsem
vysledky nejsou signifikantni (graf 13). Korela¢ni analyza neprokazala souvislost mezi

velikosti 1éze a uspésnosti v Reaching testu.
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Graf 13 Graf hodnotici korelaci mezi velikosti 1éze potkana a jeho uspé&snosti v
Reaching testu 11., 15. a 19. den experimentu.
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6 Diskuze

V roce 2010 bylo po celém svété 33 milionu piezivsich po CMP a predpovida
se, ze do roku 2030 toto ¢islo v zroste na 70 miliont (Feigin, 2014).

Vétsina pacienti je dosud lécena konzervativng, interval mezi zacatkem
symptoma a piijetim na specializované odd¢leni je dlouhy a rehabilitace po CMP,
piedevsim dlouhodoba, je nedostacujici. Soucasné jsou moznosti pro zminimalizovani
poskozeni mozku omezené a potieba lepsiho porozuméni a zlepseni 1écby nasledki
CMP je stale aktualni (Jones, 2015).

Cilem vzniku a vyvoje experimentalnich modeltt mozkové ischemie je moznost
testovani novych neuroprotektivnich strategii v kontrolovanych podminkach. Dnes jsou
k dispozici spolehlivé experimentalni modely riznych druhG véetné primatt, prasat,
ovci, psu, kralikt, potkant a mysi. Pro lidskou populaci neexistuje idealni animalni
model a je obtizné porovnavat lidi a zvifata, nicméné existuji zvifeci modely, které
spliyji kritéria, diky kterym jsou v biomedicinském oboru povazovana za validni.
| kdyz je pouziti a vyvoj modeld u vyssich savci dulezitym cilem, mala zvirata
zUstavaji uptednostinovana z nékolika divodu. Vzhledem k délce biezosti, poctu mlad’at
ve vrhu, maximalni hmotnosti a celkové délce Zivota je chov potkana nizkonakladovy i
pii vétsim poctu zvitat a je rychle a snadno udrzitelny. Diky rozsahlym znalostem z
oborti genetiky a molekularni biologie (Carmichael, 2005) lze vysledky dobie
interpretovat i s dopadem na humanni medicinu. Dal$i vyhodou je stale vétsi mnozstvi
geneticky modifikovanych organizmt, které umoznuji kauzaln¢ studovat funkci
jednotlivych geni. Potkan je navic specificky tim, ze ma, stejné jako ¢lovek, tchop,
tedy jemnou motoriku fizenou hornim motoneuronem. V tomto parametru neni lepsi
volby, u ostatnich zvifat kromé primati jemna motorika “ruky” viceméné chybi.
Testovani na primatech je problematické, nesmirn€¢ nakladné a narazi na pochopitelné
etické aspekty. V ptipad¢ ptiznivych vysledkt u hlodavcu se tedy jiz pristupuje k
prvnim klinickym testim u ¢lovéka. Zaroven i pifes mnoho nadéjnych preklinickych
studii 0 neuroprotektivni 1é¢bé, ktera minimalizuje poskozeni tkani po CMP, je

efektivita prenosu do kliniky doposud spise zklamanim (O’Collins, 2006).
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Jednim z hlavnich problému, které je obtizné prekonat, je to, ze vyzkum mrtvice
se provadi vétsinou u mladych laboratornich zvifat a tim se nebere v uvahu, ze lidi, u
kterych dojde ve vyssim véku k mrtvici, jsou postizeni i dalsim onemocnénim jako
arterialni hypertenze, diabetes nebo ateroskler6za. Autofi uznavaji rostouci potiebu
rozvijet vice studii, které hodnoti ischemické poskozeni u experimentalnich modelt s

aterosklerotickymi, diabetickymi ¢i starSimi zviraty (Bacigaluppi, 2010).

Vzhledem k tomu, Ze bézné pouzivané modely (napi. MCAQ) jsou casto
technicky naro¢né, byly jako alternativa vyvinuty jednodussi modely, které indukuji
¢astecnou ischemickou lézi. Jedna z takovych metod spocita v aplikaci fotosenzitivniho
barviva do krevniho ob&hu. Ischemie je vyvolana transkranialnim osvétlenim mozku,
¢imz vznikne koagulace v ozafované oblasti. Tento model ma vyhodu v tom, Ze oblast
iIschemie mize byt predem definovana a ohrani¢ena, ¢imz Se nabizi moznost koagulovat
odlisné kortikalni oblasti s vysokou ptesnosti. Nevyhodami tohoto modelu jsou
nefyziologické fotokoagulace, které vytvaieji 1ézi s malou penumbrou v porovnani s
jinymi modely fokalni mozkové ischemie. Bohuzel tromboembolické modely, kam patii
I fotochemicky model, dosahly v minulosti omezeného vyznamu v neuroprotektivnim
vyzkumu kvuli jejich variabilit¢ a netaspéchu translace zvitecich dat do klinické

mediciny (Bacigalupi, 2010).

Model MCAo0 ma jesté n¢kolik podkategorii, existuje vice typa a technik, napf.
model proximalni MCA0 ma vyhodu v tom, ze velmi vérné simuluje poskozeni mozku,
ke kterému dochazi u lidi po CMP, je vysoce reprodukovatelny a nevyzaduje
kraniotomii. Nevyhoda modelu spociva v tom, ze pokud okluze trva dlouho,
nevyhnutelnym nasledkem muize byt i smrt zvifete v ptipadé vzniku edému mozku.
Naopak model distalni MCAO0 zahrnuje i kraniotomii, ¢imz se zvysuje riziko komplikaci
S ni spojenymi (subarachnoidalni krvaceni, infekce), na druhou stranu usetii hluboké
struktury mozku jako thalamus, hypothalamus, stfedni mozek (Carmichael, 2005). V
nasi studii jsme indukovali ischemickou Iézi u laboratorniho potkana pomoci
fototrombotického (fotochemického) modelu, ktery se nejvice hodil pro nas cil, tj. malé

poskozeni konkrétné definované oblasti mozku - motorické kury.
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V Reaching testu jsou zvitfata trénovana k tomu, aby ziskavala malé pelety, které
musi uchopit, pfilozit k Gstim a snist. Po poskozeni experimentalné¢ vyvolanou
mozkovou ischemii muze “skilled reaching” v Reaching test ukazat rizné stupné
zlepSovani a také diky spontanni obnové, ale pasobi i jako terapie. Rovnéz se tento test
pouziva pro zhodnoceni jinych terapii jako fyzikalni terapie, roboticky asistovana
terapie, terapie na bunécné bazi nebo elektrostimulace (Alaverdashvili, 2008). “Skilled
reaching”, tedy pohyb vyzadujici u¢eni a zahrnujici uchop piedni konc¢etinou, se studuje
ve vice testech: “the staircase task” (Montoya, 1991), “the tray reaching task”

(Maldonado, 2008) nebo “the pasta matrix reaching task (Ballermann, 2001).

Nase vysledky ukazaly, Ze jeden tyden sta¢i na to, aby se vétSina zvitat naucila
spravné provést ukol v Reaching testu. Ktivka tspé&Snosti tréninku ma ke konci prvniho
tydne Klesajici tendenci, je to dano tim, zZe test zacalo provadét vice zvitat a zvysil se
pocet chybnych pokust. Zvifatim byl odepien volny piistup k potravé a dostavali
vypocditané davky pelet a zaroven nové pelety vhodné svymi rozméry pro Reaching test,

¢imz se zvysila jejich motivace k provedeni ukolu.

Operac¢ni zakrok prezila bez komplikaci vSechna zvirata. Nasledoval jeden den
pro zotaveni, kdy méla zvitata neomezeny piistup K vodé¢ i potravé a nebyly provadény
zadné testy. Vysledky testovani po zakroku ukazaly, ze CMP skupina zvitat méla v
Reaching testu obecn¢ hor$i vykon neZ kontrolni skupina zvitat. Prvni den neméla CMP
skupina zadny tspésny pokus, ale i velmi malou snahu test provést. Ve 3. a 4. dnu zde
byl statisticky vyznamny rozdil mezi obéma skupinami. V prvnich tfech dnech byl
zajem CMP skupiny o pelety niz$i nez kontrolni skupiny. Vysvétlenim muize byt
kombinace pooperacniho stavu a dle protokolu z prubéhu testovani i ztrata motivace po

neuspé$ném pokusu v Reaching testu.

V dalsich dnech se vykon obou skupin zlepSuje. Je to dano tim, Ze si zvitata
pamatuji, ptipadné se znovu uci tento specificky tkon pro ziskani pelety. V soucasné
dobé je znamo, ze reorganizace v motorické oblasti po CMP je zvysena trénovanim
paretické horni koncetiny jak u lidi, tak pfedni koncetiny U experimentalnich modela
(Biitefisch, 20016, Dong, 2007, Winstein, 2016). Jak bylo zjisténo, u zdravych zvirat
motoricky trénink podnécuje v motorické kiie ¢asoveé zavislé zmény v genové expresi,
syntézu bilkovin, synaptické potencialy, které jsou lokalizovany v reorganizované
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motorické mapé (Adkins, 2008). Po lézi v motorické kute existuje blizka vazba mezi
reorganizaci kortikalni mapy a axonalnim rdstem (Clarkson, 2013) a rehabilitacni

trénink rovnéz zvySuje synapticka zrani v oblasti pro piedni konéetinu (Kim, 2015).

Kiivka CMP skupiny je strmégjsi a piedpokladame, ze v ptipadé delsiho
testovani by se vykon obou skupin vyrovnal. Tvar kiivek hovoti o tom, ze CMP skupina
zvitat je schopna po takto drobné Iézi svij vykon postupné zlepSovat a predpokladame,
ze pii delsim tréninku by mohl byt funk¢ni deficit Gplné odstranén. Vysvétleni muze byt
takové, ze test neni dostatecné citlivy k detekci nejmensich motorickych deficiti. Dale
je mozné, ze na zakladé kompenzace pies nizsi regulacéni okruhy (extrapyramidovy
systém) dojde k obnové funkci, kdy testovany pohyb je podobny az téméf stejny a vede
k obdobnému vysledku jako u kontrolni skupiny. Kumulativni hodnoty tspésnych
pokust ze vsech dnl experimentu rovnéz poukazuji na rozdil mezi kontrolni a CMP

skupinou ve smyslu, ze kontrolni skupina ma lepsi vykon nez CMP skupina.

Ohledné¢ dalsich motorickych test lze konstatovat, ze vykon zvitat byl ovlivnén
vzhledem Kk tomu, ze zvifata musi vynalozit velké mnozstvi energie, aby se pomoci
prednich koncetin udrzela na ty¢i a navic aby pfitahla také zadni koncetiny. Vykon v
tomto testu byl u obou skupin hor$i nez pied zasahem, ale signifikantné horsi byl u
CMP skupiny v porovnani S tréninkem. Mensi zhorSeni kontrolni skupiny mutze byt
vysvétleno ztratou motivace udrzet se na tyci, protoze pii prvnim absolvovani testu se

naucili, Ze pad neni Spojen z zadnym negativnim prozitkem ¢i Gjmou.

V rotarod testu byl vykon pted zasahem hor§i nez po zasahu, coz neni
ptekvapujici, nebot' pii opakovaném vystaveni rotarodu jsou zvifata schopna si
zdokonalit vykon a naucit udrzet si rovnovahu a dokonce si pamatovat, zZe tento test jiz
provadéli. Jedna se o tzv. motorické uceni. Tento fenomén nebyl narusen po opera¢nim
zasahu. Nicméne pfi testovani pii vyssi rychlosti se ukazalo, ze CMP skupina uz nebyla
schopna sviyj vykon zlepsit, naopak se vykon zhor$il. To znamena, ze provedeni testu
pii vyssi rychlosti pro né bylo uz ptili§ naro¢né. Vyhodnoceni testu neprokazalo zjisténi

vyznamného rozdilu mezi kontrolni a CMP skupinou.
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Ladder rung walking test ukazal, ze pti opakovaném testovani Si zvifata
zapamatovala princip testu a tak ob¢é skupiny dokazaly piejit ob& varianty zebiiku za
krat$i ¢as. Nicméné opét se neprokazal vyznamny rozdil ve vykonu mezi kontrolni a

CMP skupinou jak v ¢ase, tak i v po¢tu chyb provedenych pii piechazeni Zebiiku.

Co se tyce exploracni aktivity v novém prostiedi, nase vysledky ukazaly
hyperaktivitu u CMP zvifat a mirn¢ zvySenou anxietu. Tento vysledek naznacuje
zhorSenou adaptaci na nové prostitedi po CMP zasahu a zménu emocionalniho stavu
zvirat. Nicméné Vv soucasné dobé nemtizeme vyvodit neustupné zavéry ohledné chovani
zvitat po CMP pouze z jednoho testu. Ptirozené prostiedi potkana je spiSe uzaviené a s
mensim piistupem svétla. Po opakovaném vystaveni stejnému neznaimému prostiedi je
pro laboratorniho potkana pifirozenym procesem adaptace (habituace), ktera nasleduje
po ptredchozi exploraci. Zvysenou anxietu u skupiny s CMP tj. zhorSené adaptaci
novému prostiedi, muze byt zpusobeno tim, Ze postizeny jedinec si je védom
handicapu, ktery je ale pod nasimi detekénimi schopnostmi, a proto se pohybuje po
nejtemnéj$ich okrajich arény a piirozené hleda misto, kam se schovat, protoze se citi
ohrozené v odkrytém prostiedi. Néco podobného lIze pozorovat i u lidi. Mnoho lidi po
CMP je diive ¢i pozdé&ji schopna samostatnosti z hlediska béznych dennich aktivit a
péce 0 sebe. Jedna z krizovych situaci mize nastat v momenté, kdy takovy c¢lovek
nastoupi do prace nebo kdyz ji za¢ne hledat. Je nervozni z nového prostiedi, boji se
o&ekavani ostatnich a boji se dostate¢nosti svych fyzickych moznosti. Casto se stydi za
svij handicap. Z vlastnich zkuSenosti mohu fici, ze je potieba velka trpélivost.
Na druhou stranu maji lidé po CMP ohromnou radost z kazdého malého pokroku a z

kazdé nové pozitivni zkuSenosti aktivit, které bézné zvladali pred CMP.

Nedostatky studie:

Pii operovani doslo u jednoho zvitete k poskozeni hemisféry, ktera byla nami
vyhodnocena jako nedominantni. Zvife jsme piesto ponechali v experimentalni - CMP
skupiné s ostatnimi spravné operovanymi zvifaty a bylo testovano stejnym zpisobem
jako dalsi zvirata ve skuping. Toto zvife vykazovalo obecné lepsi vykony nez ostatni
zvifata ve stejné skupiné. Je tedy mozné, ze vysledky studie byly do jist¢é miry
ovlivnény timto jedincem a tim mohlo dojit ke snizeni statistické vyznamnosti. Zaroven

zde vyvstava otazka, do jaké miry muze ovlivnit celkovy motoricky projev drobné

51



poskozeni primarni motorické kiry v nedominantni hemisféte. To by mohlo byt

podnétem pro dalsi studie.

Nase vysledky jsou v souladu s dosavadnimi jinymi modely, kde byly pouzity
stejné ¢i podobné testy ohledné behavioralnich zmén u zvitat po CMP (van der Staay,
2010, Alaverdashvili, 2008).

Cilem prace bylo navrhnout a otestovat sadu motorickych testd, které umozni
detekovat a urcit motoricky deficit, ktery vznikne po malé ischemické Iézi primarni
motorické kury u laboratorniho potkana. Cile prace byly splnény, experiment probehl
bez vétsich komplikaci a podafilo se usp&$né vyuzit vSechny planované motorické testy.

Vyjadieni k hypotézam:

1. Ischemicka léze v oblasti primarni motorické kury vede k objektivné
méfitelnému  motorickému deficitu. Hypotéza byla potvrzena pomoci
vysledki Reaching testu.

2. Motoricky deficit se projevuje predevsim ve funkci horni koncetiny resp.
uchopu. Na testech hodnoticich pfedevsim lokomocni aktivitu je patrné, ze
vyznamny rozdil a deficit u CMP skupiny nebyl prokazan. Naopak u Bar
holding testu, ktery vyuziva silu pfednich koncetin a pifevazné u Reaching
testu lze fici, ze ischemicka 1éze motorické kiry ovlivnila pfevazné funkci
piedni koncetiny. Hypotéza byla potvrzena.

3. Motoricky deficit se s ¢asem po prodélané CMP zlepSuje a dochazi k
Casteéné obnové motoriky. Na zakladé hodnoceni Reaching testu byla

hypotéza potvrzena.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout a otestovat sadu motorickych testd,
které umozni efektivné a spolehlivé posoudit motoricky deficit po experimentalné
vyvolané drobné ischemické 1ézi primarni motorické kiry u laboratorniho potkana.
Diplomova prace obsahuje kapitoly o cévni mozkové piihodé u lidi, dale kapitoly o
soucasnych poznatcich ohledné¢ fyziologickych procesit nervové reinervace a funkénim
testovani experimentalnich modeltt Vv jinych studiich. Dalsi kapitoly se vénuji

tiitydennimu experimentu, pouzitym testim a vyhodnoceni vysledki.

Pro studii bylo vybrano celkem 16 potkand, ktefi byli empiricky rozdéleni na
experimentalni a kontrolni skupinu. Ischemicka léze byla indukovana pomoci
fototrombotického modelu pro docileni malého poskozeni v oblasti motorické kury
mozku.

Zvitata byla testovana za pouziti baterie pé&ti motorickych testi — Reaching test,
Bar holding test, Rotarod test, Ladder rung walking test a Open field test, které jsou

rutinné pouzivany v oddéleni vyvojové epileptologie, Akademie véd Ceské republiky.

Cile prace byly splnény, experiment probéhl bez vétsich komplikaci a podaiilo
se uspésné vyuzit vSechny planované motorické testy. Vysledky testi ukazaly, ze
vzniklé drobné poskozeni motorické kury u laboratorniho potkana lze objektivné
hodnotit pomoci Reaching testu, ktery se zamétuje na uchop a jemnou motoriku. U
test hodnoticich pfevazné¢ lokomoci nebyl nalezen vyznamny rozdil mezi vykony
experimentalni a kontrolni skupiny. Podatilo se ovéfit, ze deficit se projevuje piedevsim
na funkci horni koncetiny a méa zaroven vliv na emocionalni stav zvirat ve smyslu
zvySené anxiety. V pribéhu casu lze pozorovat zlepseni v Reaching testu z hlediska

uspésnosti a dochazi k ¢asteéné obnoveé motoriky.
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PROJEKT POKUSU 132/2013

podle § 16a zakona ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich predpisi

Zadatel - ndzev pravmcke 0soby nebo jméno, popripadé jmeéna, a prijment fyzické osoby, ktera provozuje zarizeni
FYZIOLOGICKY USTAV AV CR,v.vi. ,
IC, bylo-li pridéleno 67985823 Registraéni ¢islo CZ11760005
| hospodastvi'’
Adresa sidla nebo mista podnikéni zadatele (véetné PSC a okresu)
VIDENSKA 1083, 142 20 PRAHA-4

Vedouci projektu pokusii - zitul, jméno, popripadé jména, a pFijmeni a cislo osvédceni podle § 15d odst. 3 nebo §

15e odst. 1 zakona ¢. 246/1992 Sb.

Doc. MUDr Jakub Otéhal, PhD, CZU 410/00

Nidzev projektu pokusi, ikolu studie, pfipadné oznadeni grantu
Epileptogeneza v ischemickém mozku

Podrobna charakteristika cili studie s uvedenim konkrétniho ofekdvaného p¥inosu, véetné charakteristiky
aplikovanych litek, nebo zarazeni litek do indikacnich skupin, s vyjimkou vystupni kontroly SarZi litek
Hlavnim pfinosem planované studie je rozsifeni znalosti mechanismii vyvojovych specifik vzniku epilepsie

v dusledku ischemického poskozeni mozku. Cilem experimenti je uréeni vékové specifickych mechanismi,
zapojenych do epileptogeneze a iktogeneze a vyhledavani novych, terapeutickych cili pro 1é¢bu a prevenci epilepsie
a dalSich dusledki ¢asného ischemického poskozeni

Ukel planovanych pokusit podle § 18 zdkona ¢. 246/1992 Sb.

Odpovidajici zarazeni oznacte krizkem (x) do prazdného policka
X | a) zékladni vyzkum
x | bl) transla¢ni nebo aplikovany vyzkum s cilem zabranit a pfedejit onemocnéni, $patnému zdravotnimu stavu nebo
_ jinym anomaliim nebo jejich nasledkiim u lidi, zvifat nebo rostlin a diagnostikovat je nebo 1é¢&it
' b2) translacni nebo aplikovany vyzkum s cilem posoudit, zjistit, regulovat nebo upravit fyziologické predpoklady
 lidi, zvifat nebo rostlin
b3) transla¢ni nebo aplikovany vyzkum s cilem zlepsit Zivotni podminky a podminky produkce zvifat chovanych
' k zemédélskym ucelim
¢) jakykoli z cilii uvedenych v pismenu b) pii vyvoji, vyrobé nebo zkouseni kvality, u¢innosti a nezavadnosti 1é¢iv,
_ potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki
. d) ochrana pfirodniho prostfedi v zajmu zdravi nebo dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat
¢) vyzkum zaméfeny na zachovani druht
) vyssi vzdélavani nebo odborna priprava za ucelem ziskani, udrzeni nebo zlep$eni odbornych znalosti
g) trestni fizeni a jiné soudni Fizeni

Podrobny popis pokusu a innosti s pokusnymi zyiraty

Vyvoléni ischemické léze: Zvifatim P7, pfipadné star$im (az do dospélosti) bude v celkové anestezii (2% isofluran
inhala¢né€) aplikovan roztok bengalské cervené (10 mg/1 ml v PBS, pak 0.15ml na zvife) a vybrana oblast mozkové
kiry bude ozéafena s pomoci Roithner Laser, Austria (50 mW output) po dobu 60s (0.5s on/off cykly) pies intaktni
lebecni kost. Kozni incise. nezbytna pro provedeni ozateni, bude bude oSetfena kolodiem. Po probuzeni budou
mladata vracena k matce.

Euthanasie pro ziskani tkani: zvifata budou dekapitovana v etherové anestézii nebo perfundovana 4% roztokem
paraformaldehydu v urethanovém komatu (2g/kg).

ProhlaSeni Zadatele o priikazu nezbytnosti pokusu nebo uvedeni pravniho predpisu, ktery provedeni pokusu
ukldda, véetn¢ zdivodnéni, pro¢ nelze pokus na pokusném zviieti nahradit alternativnimi metodami
Alternativni metody nepostihuji slozitost zkoumané problematiky a proto nemohou nahradit navrhované pokusy.

Zpisob znaceni pokusnych zvifat v pokusu
Fixem na ocase, Stitkem na chovnych nadobach

Umisténi pokusnych zvifat béhem pokusu nebo u volné Zijicich zvirat misto pokusu
Pirucni zvéfinec, prizemi budovy D, ¢&. dvefi 022.

Casovy plin jednotlivych fizi pokusu na pokusnych zviFatech, véetné data jeho ukonZeni
V pripadé predpokladaného prodlouzeni akreditace bude datum ukonéeni pokusu 30.05.2018

Uroveii operacniho vybaveni a zpiisob pooperacni péce

Pro vyvolani ischemie bude pouzita mistnost ¢. 004, budova D pFipadné operacni mistnost, suterén budovy D, ¢.

dveri. Mistnosti jsou vybaveny zarizenim na inhalaéni anestezii, stereotaktickymi aparaty, operacnim mlAvaopem
ivacimi deskami na udrzovani télesné teploty anestezovanych zvirat, zarizenim na rychlou sterilizaci nastrojii, UV
zaricem a dalsim nezbytnym zarizenim.Béhem zasahu jsou zvirata umisténa na vyhrivané decce (34°C).

Po zakroku je zviratim vénovana zvysena péce (zajisténi prijmu potravy, hydratace, minimalizace bolesti a
diskomfortu.).




11. | Zpiisob naloZeni s pokusnymi zvifaty po ukonéeni pokusu

Usmrceni zvirete po dosazeni vysledkit pokusu bude provedeno predavkovani celkové anestezie. Kadaver bude ulozen
v kafilernim boxu v suterénu budovy G. Odvoz kadaveru je zajisténo asanacni sluzbou.

12. | Uvedeni zdravotniho rizika pro dal$i pokusna zviFata a pro zaméstnance

Pri dodrzovani vaitinich predpisti o bezpecnosti prace z uvedeného pokusu mohou vyplyvat pouze bézna rizika pro
dalsi zvirata a zamésmance. Dalsi rizika nejsou.

13. [ Udaj o Grovni podminek spravné laboratorni praxe (je-li to pozadovano jinymi pravnimi predpisy — napf. zakon o
lécivech, zakon o chemickych latkach a chemickych pfipravcich, apod.)

Nejsou pozadovany

14. | Datum Razitko a podpis Zadatele Podpis vedouciho projektu pokust

i 255 7 AN
FYZIOLOGICKY USTAV AV CR, v.vi. o ——
Videnska 1083, 142 20 Praha 4 - Kré
Ceska republika .
S

Tuto tabulku vypliiuje odbornd komise pro zajist'ovani dobrych Zivotnich podminek pokusnych zvirat
STANOVISKO ODBORNE KOMISE PRO ZAJISTOVANI DOBRYCH ZIVOTNICH PODMINEK
POKUSNYCH ZVIRAT K PREDLOZENEMU PROJEKTU POKUSU
Ptedlozeny projekt pokusii je v souladu se zakonem 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich
predpisii. Projekt pokusu je doporucen ke schvaleni resortni komisi.

Clenové odborné komise
Jméno Podpis

Doc. PharmDr Hana Kubova, DrSc. ’///// /

Datum

Ing. Josef Lachout, CSc. Bim: A
4614013

Mgr. Andrej Litvinec, Ph.D. | G o el
261 dor3
PharmDr. Alena Sumova DSc. e

Rk

RNDr Karel Vales, PhD. | i
/ AC-T 2073

Tuto tabulku vypliiuje statni orgin piislu§n5 ke schvalovini prqiéim} pajmsﬁ

Statni organ prislusny ke schvalovani projektii pokusii 132/2013
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Razitko a podpis stitniho orgianu pl“isiuéného ke
schvalovani projektu pokusu

Poznamka: .

H § 2 pism. c) vyhlasky ¢. 136/2004 Sb., kterou se stanovi podrobnosti ozna¢ovani zvifat a jejich evidence a c'\;idence
hospodafstvi a osob stanovenych plemenaiskym zakonem, ve znéni pozdéjSich predpisi.
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Akademie véd Ceské republiky
Videniska 1083, 142 20 Praha 4
tel.: 241063173

C.j.: 13272013

Vyfizuje: MVDr. Jan Honetschlidger, MBA
Telefon: 774798153

E-mail: honet@img.cas.cz

V Praze dne 18. 11. 2013

ROZHODNUTI

Akademie véd Ceské republiky (dale jen AV CR¥), kterd je statnim orgdnem
pfislusnym ke schvalovani projektu pokust k rozhodovani o schvéleni nebo neschvéleni
projektu pokusii z hlediska jeho souladu se zakonem ¢&. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti
tyrani, ve znéni pozdéjsich predpist (dale jen .zékon na ochranu zvifat”). a provadécimi
pravnimi pfedpisy vydanymi kjeho provedeni, a o zméné, pozastaveni nebo odnéti
rozhodnuti o schvaleni projektu pokusti podle AV CR - § 23 odst. 2 pism. ¢) a § 23a odst. 1
pism. a) zakona na ochranu zvifat, v fizeni zahdjeném na zdkladé Zadosti podané
Fyziologickym tstavem AV CR, v.v.i., zastoupena ve spravnim fizeni RNDr. Lucii
Kubinovou, CSc., feditelkou, podle § 44 odst. 1 zakona ¢. 500/2004 Sb., spravniho radu, ve
znéni pozdéjsich predpist, na zakladé § 23a odst. 1 pism. a) zakona na ochranu zvifat ve véci
schvaleni projektu pokusti rozhodla takto:

Projekt pokusi ,Epileptogeneza v ischemickém mozku* (ddle jen ,,projekt pokusi),
podany Fyziologicky ustav AV CR, v.v.i., se sidlem Videiiska 1083, 142 20 Praha 4,

I1C 67985823 (ddle jen ,.7adatel®),

se z hlediska souladu se zakonem ¢&. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat

schvaluje
a to na dobu do 5 let ode dne pravni moci tohoto rozhodnuti.

Vedoucim projektu pokusii je Doc. MUDr. Jakub Otahal, PhD, eviden¢ni &islo
osvéddeni o odborné zpisobilosti podle § 15d odst. 3 zakona na ochranu zvifat / evidencni



Cislo osvédeeni o prodlouzeni doby platnosti osvédceni podle § 15e odst. 1 zakona na ochranu
zvitat CZU 410/00.

Zastupcem vedouciho projektu pokusi je Doc. PharmDr Hana Kubovd, DrSc,
evidenéni ¢islo osvédéeni o odborné zplsobilosti podle § 15d odst. 3 zakona na ochranu
zvitat / evidenéni ¢&islo osvédéeni o prodlouzeni doby platnosti osvédéeni o podle § 15e odst.
1 zakona na ochranu zvifat 0639/98-M/17, vydano VFU Brno.

Projekt pokusii bude provadén ve schvaleném zafizeni uzivatele pokusnych zvifat
Fyziologicky tstav AV CR, v.v.i., Videriska 1083, 142 20 Praha 4 .

Na projekt pokusti se vztahuje povinnost zpétného posouzeni podle § 16¢ zikona na
ochranu zvitat. Projekt pokusti bude zpé&tné posuzovan ke dni 18. 11. 2019.

ODUVODNENI

Zadost o schvaleni projekt pokust podle § 16a zakona na ochranu zvifat a podle § 5
vyhlasky & 419/2012 Sb., o ochran& pokusnych zvifat (dale jen ,.vyhldska®) byla AV CR
doruc¢ena dne 3. 10. 2013. Timto dnem bylo zahajeno spravni fizeni.

AV CR posoudila, zda predlozend Zadost o schvaleni projektu pokust vyhovuje
kritériim podle § 16b odst. 1 zékona na ochranu zvifat. Pfedlozena Zzadost kritériim
stanovenych zakonem vyhovéla.

AV CR provedla podrobné hodnoceni pfedloZeného projektu pokusii dle hledisek
stanovenych v ustanoveni § 16b odst. 2 zdkona na ochranu zvirat.

Zadateli byla udélena akreditace osoby provozujici uZivatelské zafizeni rozhodnutim
Ministerstva zem&délstvi &.j. 36215/2008-10001, ze dne 9.12.2008. Toto rozhodnuti je platné
5 let ode dne pravni moci tohoto rozhodnuti. Pfedlozeny projekt pokusii je v souladu s vyse
uvedenym rozhodnutim.

Na zékladé predlozené Zadosti, po provedeni hodnoceni projektu pokusii podle § 16b
zakona na ochranu zvifat AV CR ve vyhodnoceni projektu pokusi dospéla k zaveru, ze
predlozeny projekt pokusti obdrZel pfiznivé hodnoceni z hledisek uvedenych v § 16b zakona
na ochranu zvifat.

Podle § 23a odst. 2 zékona na ochranu zvifat statni organ pfislusny ke schvalovani
projekti pokusti neschvali ty projekty pokusi, které neobdrzely priznivé hodnoceni projektu
pokusti podle § 16b zakona na ochranu zvirat.

Na zékladé priznivého hodnoceni projektu pokusti v rdmci jeho hodnoceni dle kritérii
podle § 16b zakona na ochranu zvifat AV CR rozhodla o schvaleni projektu pokusi a to na
dobu 5 let, a to vzhledem ke splnéni stanovenych podminek, které jsou v souladu se zakonem
na ochranu zvifat a vyhlaskou.

Podle § 16b odst. 5 zdkona na ochranu zvifat, obdrzel-li projekt pokust piiznivé

hodnoceni projektu pokust, uréi statni organ pfisludny ke schvalovani projektu pokusi, zda a
kdy by se mél projekt pokusii zpétné posoudit. S ohledem na pozadavky ustanoveni § 16¢
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zakona na ochranu zvitat bylo ve vyroku rozhodnuti stanoveno, Ze tento projekt pokusi bude
zpétné posuzovan, nebot’ se na n&j vztahuje zdkonna povinnost posouzeni ve smyslu § 16¢
odst. 2 zakona na ochranu zvirat.

Vsouladu s § 16d odst. 5 zdkona na ochranu zvifat bylo rozhodnuto v zdkonem
stanovené lhite.

Z vyse uvedenych divodi bylo rozhodnuto tak, jak je uvedeno ve vyroku tohoto
rozhodnuti.

POUCENi UCASTNIKU

Proti tomuto rozhodnuti lze podat podle § 152 odst. 1 zakona ¢&. 500/2004 Sb.,
spravniho fadu, ve znéni pozdéjsich predpist, ve Ihuté 15 dni ode dne jeho oznameni rozklad
k Rezortni komisi AV CR, a to podanim u¢inénym u AV CR.

Podle § 16¢ odst. 4 zakona na ochranu zvifat je uZivatel pokusnych zvifat povinen na
vyzadani poskytnout AV CR viechny doklady a informace nezbytné k provedeni zpétného
posouzeni.

MVDr. Jan Honetschlager, MBA
Piedseda Rezortni komise AV CR

Prilohy:

1. Schvalena zadost o schvaleni projektu pokust - Epileptogeneza v ischemickém
mozku, pocet stran 6

Dorudi se:

Utastnik fizeni (datovou schrankou / do vlastnich rukou na dorucenku) — Fyziologicky ustav
AV CR. v.v.i.,, se sidlem Videniska 1083, 142 20 Praha 4
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Priloha ¢&. 2 — Ffezy mozku potkana pro vyméreni velikosti 1éze




