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Abstrakt

Misni poranéni je jednim z nejtézsich Grazi, ktery vede ke snizeni kvality Zivota
jak po fyzické, tak i po psychické strance. Pfestoze v soucasné dobé neexistuje zadna
Gc¢inna lécba, je vyvoji novych lé¢ebnych postupt vénovano veliké usili. U¢innost
experimentalni lécby je ovéfovana pomoci behavioralnich testd provadénych na
zvifecich modelech, nejvhodnéjsi pro tento typ poranéni jsou potkani. Behavioralni
testy se déli do nékolika skupin podle toho, na co je testovani zaméfeno. Loko-
motorické testy zkoumaji funkci lokomotorického aparatu, motorické testy slouzi
k urceni funkce kosternich svalti, které nejsou primarné zapojené do lokomoce,
senzoricko-motorické testy testuji funkcénost senzorického a motorického aparatu
a jejich propojeni, senzorické testy jsou urcené k testovani odpovédi na senzorické
podnéty. Elektrofyziologické testy spolecné s funkéni magnetickou rezonanci patfi
do skupiny specialnich testli, které vyuzivaji uméle vyvolanych elektrickych pod-
néth k méfeni aktivity svald.

Tato prace je zaméfena na detailni popis vybranych behavioralnich testd, jejich

funkc¢nosti a porovnani jejich vyhod a nevyhod.

Klic¢ova slova: behavioralni testovani, mi$ni poranéni, paraplegie, potkan, micha



Abstract

Spinal cord injury is one of the most serious injury that leads to a decrease in
the quality of life both physically and mentally. Although there is currently no
effective treatment, great efforts are being made to develop new treatments. The
effectiveness of experimental treatment is verified by behavioral tests performed
on animal models, where rats are the most suitable ones for this type of injury.
Behavioral tests are divided into several groups depending on what the testing is
focused on. Locomotor tests examine the function of a locomotive apparatus, motor
tests are used to determine the function of skeletal muscles not primarily involved
in locomotion, sensory and motor tests test the functionality of sensory and motor
apparatus and their interconnection, sensory tests are designed to test responses
to sensory stimuli. Electrophysiological tests and functional magnetic resonance
imaging are part of a series of special tests that use artificially induced electrical

stimuli to measure muscle activity.

This thesis is focused on detailed description of selected behavioral tests, their

functionality and comparison of their advantages and disadvantages.

Keywords: behavioral testing, spinal cord injury, paraplegia, rat, spinal cord
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Seznam pouzitych zkratek

SCI poranéni michy (spinal cord injury)
IL-18  interleukin 18

IL-6 interleukin 6

TNF-a tumornekrotizujici faktor «

ROS reaktivni formy kysliku

LSS Louisville swim scale

fMRI  funk¢ni magneticka rezonance (Functional magnetic resonance imaging)



1. Uvod

Poranéni michy (spinal cord injury, SCI) patii mezi nejvice devastujici poranéni a
za nasledek ma docasné nebo trvalé poskozeni senzorickych a motorickych funkci.
Misni poranéni ovliviiuje nejen fyzicky, ale i psychicky stav poranéného jedince,
ale i celé jeho rodiny. Incidence je kaZdoro¢né 40 novych pfipadi na milion lidi na
celém svété a nejcastéji postihuje mladé lidi s primérnym vékem 28,6 let (Basso,
2004). V Ceské republice se roéné vyskytne pramérné 250 novych piipadf z nichz
vétsinu tvori muzi (SpinalCord.CZ, 2017).

SCI je tvoreno sérii procesu, které jsou zapric¢inény mechanickym poskozenim
michy. Tyto patofyziologické procesy se navzajem ovliviiuji a spolecné vedou k po-
Skozeni nervové tkané. Prozatim neexistuje Zadny lécebny postup, ktery by pfinesl
feSeni, a proto je po celém svété vyvijeno velké asili v oblasti vyzkumu misni-
ho poranéni a jeho 1écby. V soucasné dobé existuje nékolik slibnych feSeni jako
je napiiklad terapie pomoci kmenovych bunék (Sykova et al., 2006), implantace
biomateriala (Shrestha et al., 2014) ¢i funkcné elektricka stimulace (Beaumont et al.,
2014).

Nejcastéji pouzivanym modelovym zvifetem pfi experimentech je potkan (Rat-
tus norvegicus), u kterého lze experimentalné vytvofit 1ézi pomoci nejrtiznéjsich
traumatickych modelt jako je napfiklad transekce (Centenaro et al., 2013), hemisek-
ce (Shietal., 2014), kontuze (Beattie et al., 1997) atd. Idealni je, aby reakce u potkant
odpovidaly klinickym znakiam u lidskych pacientt po SCI.

Behaviorani testovani a jeho vysledky se pouzivaji na funkcni ovéfeni jednotli-
vych experimentalnich teorii, z tohoto divodu jsou diilezitym faktorem pro budouci
klinické studie. (Basso, 2004). Pomoci behavioralnich testt se lokalizuje 1éze a urcu-
je se jeji velikost, mapuje se integrita specifickych motorickych a senzorickych drah

a dokumentuje se prubéh zotaveni po SCI.

Podle udajt, které 1ze z téchto testd ziskat, je mtzeme délit do nékolika katego-
rii: lokomotorické testy, kdy dochazi k testovani lokomotorického aparatu u zvirat,
motorické testy, které analyzuji silu, koordinaci a dalsi schopnosti kosternich svald,
senzorické testy, které vyhodnocuji propriocepci a reakci na teplo, bolest ¢i dotek,
senzoricko-motorické testy, které testuji spravné propojeni senzorickych a moto-
rickych drah. Dale lze pouzit elektrofyziologicka méreni, pfi kterych se detekuje

svalova a senzoricka funkcnost.

Cilem této prace je shrnout nejcastéji pouzivané behavioralni testy u zvirat po



SCI. V prvni ¢asti jsou shrnuty poznatky o mise a patofyziologickych procesech, kte-
ré se ucastni misniho poranéni, druha c¢ast se vénuje potkantim jako laboratornim
zvifatim a obecnym zasadam, které jsou dulezité pfi vybéru zvifete, aby byl po-
kus reprodukovatelny. Ve tfeti ¢asti jsou popsany nejcastéji pouzivané behavioralni

testy.



2. Micha

Micha (medulla spinalis) je tenky sloupec nervové tkané ulozeny v paternim ka-
nale a zajistuje komunikaci mezi mozkem a perifernim nervstvem. Mimo to je také

schopna urcitych autonomnich funkci a koordinace nékterych reflexa.

Zacina na arovni prvniho kréniho obratle, kde navazuje na prodlouzenou michu

a konci u druhého bederniho obratle v misté nazyvaném conus medullaris.

Micha je u lidi dlouha 40-45 cm a smérem dolu se zuzuje z 13 mm na 6 mm.
V oblasti kréni a bederni patefe je micha zesilena v mistech, kde z ni vystupuji

nervy inervujici horni a dolni koncetiny.

Lidska micha je rozdélena do 31 segmentt, tedy 8 krcnich, 12 hrudnich, 5 beder-
nich, 5 kfizovych a 1 kostréniho, a z kazdého segmentu vychazi jeden par misnich
nervi, které inervuji specifickou oblast téla a vznikaji spojenim ventralnich (mo-
torickych, eferentnich) a dorzalnich (senzorickych, aferentnich) kofenti misnich.
Na zadnich kofenech mi$nich se nachazi misni ganglia obsahujici téla aferentnich

neurona.

Misni tkan je tvofena bilou a sedou hmotou, na rozdil od mozku se bila hmota
nachazi na povrchu a Seda hmota uvniti. Seda hmota ma na priifezu tvar pismene

H a rozeznavame na ni pfedni a zadni rohy. (Obrazek 1.)

bila hmota misni S
zadni koren

$eda hmota misSni
misni ganglion

misni
nerv

Obrazek 1: Anatomie michy. Zdroj: Novotny & Hruska (2010)



2.1 Patofyziologie poranéni michy

Misni poranéni je velice zavazny stav tvofeny vzajemné se ovlivriujicimi pato-
fyziologickymi déji, které poskozuji misni tkan a zpuasobuji zmény v neuronech
a v pfenosu signalu nervovymi drahami, coz vede k rozli¢nym senzorickym i mo-
torickym porucham. Rozsah poruch je zavisly na lokalizaci a velikosti poranéni.

RozliSujeme dva druhy poranéni — sekundarni a primarni.

2.1.1 Primarni poranéni

Primarni poranéni michy vznika v dasledku mechanického ptisobeni na michu
béhem zranéni, ¢imz dochazi k preruseni nervovych vlaken a k poskozeni bunéc-
nych membran, coz ma za nasledek nekr6zu bunék. Dochazi k poskozeni krevnich
cév, které zasobuji michu a nasledné k hemoragii a k otoku. Otékajici micha pak
vyplniuje prostor misniho kanalu a ve chvili, kdy je tlak uvnitf kanalu vyssi jak tlak

v krevnich cévach, nastava ischemie (Becker et al., 2003).

2.1.2 Sekundarni poranéni

Sekundarni poranéni navazuje na primarni poranéni a je vysledkem procesi,
které jsou organismem spustény jako odpovéd na prodélané trauma. Tyto procesy
by mély vést k reparaci poskozené tkané, avSak vétsinou maji spise opa¢ny charakter
a tkan poskozuji ve vétsi mife nez primarni poranéni. Casto p¥imo brani regeneraci
poskozené tkané, z tohoto divodu je oblast vyzkumu terapie misniho poranéni
zaméfena hlavné na omezeni sekundarnich procest, které se rozvinou po misnim

poranéni.

Tyto mechanismy lze zatadit do 25 kategorii (Oyinbo, 2011). Mezi nejdtlezitéjsi
procesy patii zanét, glutamatova excitotoxicita, poskozeni reaktivnimi sloucenina-

mi kysliku, formovani gliové jizvy, demyelinizace, apoptdza, nekroza.

2.1.2.1 Zanét

V misté poranéni dochazi ke zvysené produkci prozanétlivych cytokinti inter-
leukinu 18 (IL-1p), interleukinu 6 (IL-6) a tumornekrotizujiciho faktoru a (TNF-a).
Vzestup produkce IL-18 a TNF-a probiha rychleji nez pronikani bunék imunitniho
systému do mista léze, coz je dle Streita et al z poc¢atku produktem mikroglii (Streit

et al., 1998). Hladina cytokinti dosahuje svého vrcholu jen nékolik malo hodin po
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poranéni a poté opét klesa témér na pocatecni troven. Béhem nékolika malo hodin
dochazi k infiltraci neutrofild do mista zanétu. Neutrofily produkuji latky prispi-
vajici k rozvoji mistniho zanétu a zaroven fagocytuji poskozenou tkan. Bohuzel
tento proces ¢asto vede i k naruseni ptivodné zdravé tkané. Pozdéji nasleduje druha
faze infiltrace makrofagh do mista léze (Carlson et al., 1998). V misté zanétu se
muze pozdéji utvorit kavita ohranic¢ena gliovou jizvou a maze dojit k sekundarni

degeneraci axont (Fitch et al., 1999).

Gliovou jizvu vytvari astrocyty sdruzujici se do vzajemné se prekryvajicich svaz-
kt a ptisobi jako fyzicka bariéra dllezita pro regeneraci axontl. Zaroven i pfedchazi
dalsimu poskozovani tkané tim, Ze zabranuje Sifeni zanétlivych bunék (Wanner
et al., 2013). (Obrazek 2.)

Obrazek 2: Schéma SCI: 1) hemoragicka léze, 2) gliova jizva tvofena astrocyty
ajejich vybézky, 3) mezenchymalnijizva, 4)makrofagy, 5)demyelinizace vlaken.
Zdroj: Hejcl et al. (2015)

2.1.2.2 Nekroza a apoptoza

Neurony i glie vlivem misniho poranéni podléhaji jak nekroze, tak i apoptoze.
Na rozdil od nekrozy, ktera je zptisobena mechanickym poskozenim bunék v ram-
ci primarniho poranéni, apoptéza probiha az béhem sekundarni faze (Liu et al.,
1997b). Hlavni pri¢inou apoptdzy je zvyseny pfiliv vapniku do bunék, mechanis-

mus apoptozy je blize popsan v nasledujicim odstavci.



2.1.2.3 Glutamatova cytotoxicita

Do extracelularniho prostoru je nasledkem primarniho poranéni z poSkozenych
neuront uvolnovani hlavni excita¢ni neurotransmiter glutamat. Brzo po poranéni
dochézi ke kumulaci glutamatu v misté poranéni, kde se stava toxickym pro okolni
buniky (Dumont et al., 2001). Glutamat ma schopnost depolarizace buné¢né mem-
brany a aktivace napétové ovladanych vapnikovych kanalda. Zvysena koncentrace
glutamatu ma tedy za nasledek masivni vtok vapenatych iontt do burky. Ve chvili,
kdy jejich koncentrace prekroc¢i mezni hranici, dochazi ke spusténi mechanismi

vedoucich k apoptoze (Xu et al., 2005).

Prilis vysoka koncentrace vapenatych iontt vede k selhani elektrontransportni-
ho fetézce, coz ma za nasledek produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). Dochazi
k poskozeni mitochondrii, ty ztraci svlij membranovy potencial, do cytoplazmy
se uvolrnuje cytochrom c a aktivuji se kaspazy 3 a 9 coz ma za nasledek spusténi
apoptoézy bunky (Zhang et al., 2014).

2.1.2.4 Demyelinizace

Demyelinizace axont je zplisobena jednak nekrézou oligodendrocytti, ktera je
spusténa glutamatovou excytotoxicitou a poté zhorSena kaskddou zahrnujici apo-
ptozu, poskozeni reaktivnimi kyslikovymi radikaly a aktivitou pro a protizanétli-
vych mediatord, ale i pfimym mechanickym poskozenim myelinové vrstvy (Casha
et al., 2001). Demyelinizace vrcholi 24 hodin po miSnim poranéni a po 7 az 14
dnech dochazi k remyelinizaci, ovSem sila myelinového obalu se jiZ nedostane do
ptvodniho stavu (Totoiu & Keirstead, 2005).



3. Potkan jako laboratorni model

Potkan (Rattus norvegicus) je diky nenaro¢né péci, nizkym pofizovacim nékla-
dim, vhodné velikosti a inteligenci nejpouzivanéjsi laboratorni zvife. Pro studium
SCI je potkan daleko vhodnéjsim modelovym zvifetem nez mys, ktera je mensi nez
potkan, coz znesnadnuje provedeni chirurgickych tkont. Dalsi velkou vyhodou
potkant je jejich odolnost, bez vétsich problému se zotavi i z tak vazného poranéni
jako je misni léze.

Mezi inbredni kmeny vhodné pro SCI studie patfi Sprague-Dawley, Wistar, Long
Evans, Louis ¢i Fisher. V ramci urcité studie by mél byt vzdy pouzit pouze jeden
kmen. U jedinct odlisnych kment byly pozorovany odchylky v genové expresi rtz-
nych proteinti, coz miiZze po experimentalnim poranéni michy vést k rozdilnym
regenerativnim procesim. Napfiklad u potkant z kmene Sprague-Dawley probiha
zotaveni lokomotorického aparatu rychleji nez u potkand z kmene Wistar (Mills
etal., 2001).

Zvirata by méla byt stejného véku a nejlépe i stejné vahy. Pro SCI studie se
optimalni vaha potkana pohybuje kolem 300 a 350 g. V pfipadé, Ze budou mezi
jedinci velké vahové rozdily, miize dojit k tomu, Ze 1éze nebude u vsech stejné velka
(Vanicky et al., 2001).

Pti SCI studiich jsou uzivani jak samci, tak samicky, avSak celosvétové jsou sa-
micky pouzivanéjsi nez samci. Hlavni vyhodou samicek je kratsi mocova trubice,
coz kromé nizsiho vyskytu zanétu mocovych cest také zjednodusuje proces manu-

alniho vyprazdnovani, ktery je po zakroku nutnosti.

Na druhou stranu u samicek vlivem estralniho cyklu dochazi ke kolisani hladiny
hormonti, coz muze ovlivriovat chovani, stav zvirat a vyvoj misni léze (Tatlisumak &

Fisher, 2006). Je tedy nutné v dané studii vzdy pouzivat bud samce, anebo samicky.

V experimentalnich podminkach 1ze poranéni michy provést prakticky v jaké-
koli oblasti patere, nejcastéji se vsak provadi bud v hrudni nebo kréni oblasti. Z di-

vvvvvv

provadi v hrudni oblasti (Pearse et al., 2005).

V soucasné dobé je k experimentalnimu vytvafeni traumatické misni léze vyu-
zivano nékolik modeld. Kontuzni model se snazi napodobit mechanismus porané-
ni michy zptisobeny prudkym tderem, ktery vede ke zlomeni a dislokaci obratle

(Kwon et al., 2002). Vyuzitim kompresniho modelu dochazi ke stla¢eni michy, coz



daleko lépe simuluje podminky SCI u lidi nez kontuzni model (Zhang et al., 2013).
Dalsim modelem je transekce, kdy dochazi k aplnému preruseni michy v transver-
zalnim sméru. Provedeni transekce a pooperacni péce o zvirata byva ovSem velmi
narocna, a proto se nékdy vyuziva hemisekce, kdy dojde k pferuseni jen urcité casti
michy, vétsinou pravé nebo levé poloviny (Shi et al., 2014). Pti excitotoxickém mo-
delu se vyuziva faktu, ze po poranéni michy dochazi k prudkému zvyseni extrace-
lularni koncentrace glutamatu. K vytvofeni SCI se tedy vyuziva ligandu vazajiciho
se na pfislusny glutamatovy receptor, ¢imz zvysuje prostupnost pro glutamat (Liu
et al., 1997a). Télesna teplota potkant béhem operace je udrzovana na 37 °C, aby

nedochazelo k hypotermii (Vanicky et al., 2001).

Aby se predeslo zanétlm (i stresu u zvirat, je tfeba, aby byly po operaci po-
davany patficné léky jako jsou antibiotika ¢i analgetika. Je tfeba také alespon dva-
krat denné potkanim manualné vyprazdrnovat mocovy méchyf, jelikoz po preruseni

misnich drah dochazi k poruse ovladani mocového méchyie.

Ke snizeni stresu u potkanti je doporuceno chovat je v kleci po dvou, zvirata si
vsak na sebe musi zvyknout je$té v adaptacni dobé pred operaci, aby se predeslo
moznym vzajemnym Utokiim zpusobenym stresem z operace. Chov vice jak dvou
potkant ve standardni kleci se nedoporucuje z diivodu snazsiho prenosu infekci
(Tatlisumak & Fisher, 2006).

Dilezitou soucasti behavioralniho testovani je i predtestovani a aklimatizace
zvirat. Hlavnim d@vodem pro predtestovani je, aby zvirata byla béhem testovani
co nejméné ve stresu, zaroven je také velmi diilezité zvifata seznamit s testovaci
procedurou a zaroven se i ujistit, Ze porozuméli tkolu. Z tohoto divodu se strategie

testovani nesmi v prabéhu ménit (Metz et al., 2000).



4. Lokomotoricke testy

Pfi behavioralnim testovani zvifat po misnim poranéni rozliSujeme pozemni
lokomoci, horizontalni lokomoci a lokomoci béhem plavani. Béhem lokomoc¢nich
testl je dulezitym momentem chvile, kdy se zvife za¢ne pohybovat s podporou vahy

zadnich koncetin (Timoszyk et al., 2005).

4.1 BBB test

Nazev testu je odvozen od prvnich pismen jeho tviirc Basso, Beatie a Bresnahan
a je to jeden z nejuzivanéjsich testt pohybovych funkci u potkantt po misnim pora-
néni. Jde o takzvany ,open field test“. Potkan je umistén do oteviené arény, kde se
volné pohybuje. Dva nezavisli pozorovatelé pozoruji motorické dovednosti potkant
a udéluji jim skore pro kazdou koncetinu zvlast dle pfedem definovanych kategorii

od 0 do 21. Tyto kategorie mtizeme rozdélit do tfi casti.

Prvni ¢ast zahrnuje analyzu pohybu v jednotlivych kloubech zadnich koncetin az
po takzvané zametani (sweeping) bez podpory vahy (skore 0-7). Druha cast analyzuje
provedeni krokl s podporou vahy, plantarni umisténi tlapky, predozadni koordi-
naci koncetin, postaveni a vnitfni ¢i vnéjsi rotaci tlapek béhem zvedani koncetiny
(skore 8-13). Posledni ¢ast analyzuje takzvany toe clearance — vyskyt zvuku vydané-
ho palcem zadnich tlapek béhem pohybu, zvedani ocasu béhem pohybu a stabilitu
trupu (Basso et al., 1995).

Hned po zvefejnéni BBB skaly (Basso et al., 1995) bylo navrZzeno nékolik modi-
fikaci a vylepseni (Metz et al., 2000; Popovich et al., 1999; von Euler et al., 1997).
BBB podhodnocovaci $kala (BBB sub-scoring scale) zvySuje senzitivitu BBB testu
tim, Ze pfifazuje skore kazdému behavioralnimu atributu zvlast a poté je hodnoti
dohromady pomoci procesu, ktery se nazyva podhodnocovani (sub-scoring) (Basso,
2004). Podhodnocovaci skala byla zavedena kvili predpokladu, ze aplikace lécby
ovlivni pouze nékteré aspekty lokomoce, ale nemusi nutné ovlivnit vsechny. Na-
priklad mtze ovlivnit toe clearance bez toho, aby ovlivnila pfedozadni koordinaci
(Basso, 2004).

Tomuto testu byva vytykana urcita mira subjektivity, avSak zkuSenosti védec-
kych tyma po celém svété ukazuji, Zze pfi hodnoceni dvéma na sobé nezavislymi

védci jsou vysledky porovnatelné (Metz et al., 2000).



4.2 Kinematicka analyza (Kinematic Analysis)

Béhem kinematické analyzy dochazi k méreni krokového cyklu, kdy jsou posu-

zovany jednotlivé slozky pohybu dané koncetiny.

Pred zacatkem testovani je tfeba zvifatim vyholit zadni koncetiny a naznacit si
orientacni body a to v mistech hfebenu kycelniho (crista iliaca), velkého chocholiku
(trochanter major), kolenniho kloubu, zevniho kotniku (malleolus lateralis) a v misté

patého nartniho kloubu.

Potkan je poté umistén na chodici pas a vse je zaznamenavano na kameru (Gillis
& Biewener, 2001).

Rychlost pasu je v zavislosti na véku a zdravotnim stavu zvirat obvykle nastave-
na v rozmezi 50 az 400 mm/s. Pomoci znac¢ek na kloubech je vypocitan maximalni
rozsah pohybu v jednotlivych kloubech u daného zvirete. U potkant s misnim po-

ranénim je zpravidla nejpohyblivéjsim kloubem kotnik (Basso, 2000).

Rozsah flexe a extenze u urcitého kloubu je méfen v pocatecni Svihové fazi,
uprostfed svihové faze a ve chvili, kdy se tlapka potkana dotkne podlahy. Flexe
a extenze koncetin je poté analyzovana ze zaznamu kamery obraz po obraze (Metz
et al., 2000).

Kinematicka analyza umozruje doplnéni dtilezitych informaci o pribéhu chtize
k dalsim lokomotorickym testm jako je napfiklad BBB test (Metz et al., 1998).
Nevyhodou této metody je jeji nepouzitelnost u zvirat bez podpory vahy konce-

tin, v takovém pfipadé nelze ziskat pomoci kinematické analyzy signifikantni data.

V takovém pripadé ma vétsi vypovédni hodnotu napi. BBB test.

4.3 Plavecky test (Swim Test)

Zdravi potkani plavou s télem paralelné k vodni hladiné, hlavou, krkem a pfi-
blizné 30 % povrchu jejich zad nad hladinou a s ocasem pfimo pod hladinou. Zadni
koncetiny pouzivaji k pohybu smérem dopfedu a predni koncetiny jsou pod hrud-
nikem a vyuzivaji je k fizeni sméru. Oproti tomu potkani po miSnim poranéni po-
uzivaji pfedni koncetiny k pohybu smérem dopredu a zadni ¢ast téla maji vétsinou

ponofenou pod hladinou (Smith et al., 2006).

Hlavni vyhodou tohoto testovani potkand po misnim poranéni je podpora vahy

téla, kterou zajistuji podminky ve vodé a zarover nutnost lokomoce, aby se nepoto-
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pili pod hladinu.

Pavodni test byl provadén tak, Ze byl potkan umistén do bazénku o priméru
125 c¢m, Pohyb zadnich koncetin béhem plavani byl ohodnocen na stupnici od 0 do
3, kde skore 3 znamenalo pohyb jako zdravy potkan (Gale et al., 1985).

Od té doby pfisly razné védecké skupiny s riznymi modifikacemi z nichz jako
nejdtlezitéjsi je Louisville swim scale (LSS), kterou vyvinuli védci z David Magnu-
son s laboratory v Kentucky (Smith et al., 2006).

Skala obsahuje 18 bodti, tedy 0 (tézké poranéni) az 17 (jako zdravy potkan).
Zvitata se skore 0-5 jsou oznacena za velmi Spatné plavce, plavani jim déla velké
problémy, anebo nejsou vibec schopna plavat. Potkani ohodnoceni skorem 6-11
jsou oznaceni za stfedné zdatné plavce, jsou schopni plavat, ale s ur¢itymi obtiZemi.
Zvitata hodnocena se skorem 12-17 jsou oznacena za dobré plavce, jsou schopna

plavat bez vétsich obtiZi nebo plavou jako zdravy potkan.

LSS byla generovéna a evaluovana v souladu s BBB stupnici. Skéla je uzite¢na pti
hodnoceni mirného, sttedniho a stfedné téZkého poranéni michy v hrudni oblasti.
V pripadé, ze potkan pouziva k plavani pouze pfedni koncetiny, je béhem pohybu

nestabilni a osa téla se vychyluje, nelze ho hodnotit podle LSS (Smith et al., 2006).

4.4 CatWalk (Automated Walkway)

Automatizovany walkway test byl poprvé popsan Hamersem et al. (Hamers et al.,
2001). Potkan ma prejit 100-120 cm dlouhou sklenénou lavku ohrani¢enou ¢ernymi
sténami, které jsou od sebe vzdaleny 8 cm a stropem. V tunelu je tma a jediné svét-
lo pochazi z uzaviené fluorescen¢ni Zarovky a je prenaSeno pfes sklenény povrch
lavky. Kontakt tlapy potkana s povrchem lavky zptsobi, Ze se svétlo prosviti skrz a

svételny otisk tlapky je pak monitorovan kamerou. (Obrazek 3.)

Video se nasledné hodnoti pomoci specialniho programu. Analyzuje se koordi-
nace pohybu, vzdalenost mezi zadnimi koncetinami (podpora vahy), dobra trvani

Svihové a stojné faze a dalsi parametry (Gensel et al., 2006).

Vyhodou tohoto testu je, Ze pfinasi objektivnéjsi data nez napi. BBB test u rychle
se pohybujicich zvirat s vyssim skore, kde je pro experimentatora velmi tézké urcit

skore presné.
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Obrazek 3: A) Catwalk pfistroj B) Sipka ukazuje na potkana jdouciho v pfistroji
C) potkan, ktery je schopny ovladat vSechny koncetiny D) krouzkem je oznacené misto,

kde by se méla dotykat prava zadni koncetina podlozky. Zdroj: Barbizan et al. (2013)

4.5 Analyza otisku stopy (Footprint Analysis Test)

Potkantim jsou nabarvena chodidla tlapek, pficemz pro predni a zadni koncetiny
je pouzita jina barva. Poté jsou postaveni na 1 m dlouhou a 7 cm Sirokou dfevénou

kladinu pokrytou papirem.

MEéfi se vzdalenost mezi kroky, Ghel tlapek (indikator stability a rovnovahy) a je

vypocitana schopnost podpory téla (Metz et al., 2000).

K ohodnoceni miry podpory vahy téla Ize vyuzit ¢tyf bodovou stupnici. Nulou
jsou ohodnocena zvirata, ktera tahaji zadni koncetiny ¢i nejsou viditelné zZadné
obtisky zadnich koncetin. 1 bod je zapocitan v pfipadé, Ze jsou viditelné obtis-
ky palce v minimalné tfech obtiscich chodidla. V pfipadé, ze zvire vykazuje vice
nez dvojnasobné vyssi hodnotu vnitfni a vnéjsi rotace chodidla, nez tomu bylo
pri pfedtestovani, je ohodnoceno 2 body. 3 body ziskava potkan, u kterého neni
znatelny obtisk palce, ale stale je viditelna rotace chodidla. 4 body ziskava zvire,

které nevykazuje znamky vnitfni a vnéjsi rotace (Metz et al., 2000).
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4.6 Thorakolumbalni test (Thoracolumbal Heigh Test)

Test je zaloZen na poznatku, Ze vyska thorakolumbalni kyf6zy u potkant zavisi
na schopnosti podpory vahy zadni poloviny téla. Pfed testovanim je inkoustem
oznacen nejvyssi bod thorakolumbalni kyfozy a poté je potkan umistén do prihled-
ného koridoru. Pozice ozna¢eného bodu je béhem pohybu monitorovana pomoci
videokamery. Analyza se poté provadi pomoci specializovaného softwaru (van de
Meent et al., 1996).

4.7 Eshkol-Wachmannova notace

Eshkol-Wachmannova pohybova notace byla pavodné vytvofena pro zaznam ta-
nec¢nich pohybt tak, aby umoznila choreografim zapsat pohyb na papir. Zobrazuje
télo jako soustavu koncetin pospojovanych dohromady klouby. Télo je vnimano
jak systém kloubovych os a koncetiny jsou brany jako cast téla lezici mezi dvéma
klouby, ¢i jako ¢ast s jednim kloubem a druhym koncem volnym (Whishaw & Pellis,
1990).

Pohyb je peclivé zaznamenan pomoci videokamery a poté je obraz po obraze

hodnocen. Kazdému segmentu koncetiny je udéleno urcité skore.

Ackoli Eskhol-Wachmannova notace neni kvantitativni metodou, doplriuje cen-
na a presna data k vysledktim z dalsich testa (Whishaw & Pellis, 1990).
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5. Motoricke testy

Do této kapitoly jsou zatazeny testy, které vyhodnocuji funkci kosternich svaldg,

které nejsou primarné zapojeny do lokomoce.

5.1 Naklonéna rovina (Inclined Plane)

V tomto testu je hodnocena schopnost zvifete udrzet polohu na desce, ktera je
postupné naklanéna. Potkan je na desku umistén hlavou nahoru, dolu, doprava ¢i

do leva.

Uhel néklonu je postupné zvy$ovan smérem k vertikalni roviné az do doby, kdy
zvife neni schopno se na roviné dale udrzet ve vychozi pozici. Nejvyssi thel ve
kterém je potkan schopny zlstat ve stabilni poloze po dobu 5 vtefin je zaznamenan.
Chovani potkana na naklonéné roviné koreluje s integritou rubrospinalniho traktu

a dalsimi nepyramidovymi drahami po SCI (Fehlings & Tator, 1995).

5.2 Cylindrovy test (Forelimb Asymmetry)

U cylindrového testu se vyuziva prirozena vlastnost potkanti prozkoumavat no-
vé vertikalni povrchy za pomoci pfednich tlapek a hmatovych vouski (vibrissae).
Tento test je velmi citlivy na asymetrie zptsobené poranénim centralniho nervového

systému vcéetné SCI na trovni kréni michy (Gharbawie et al., 2004).

Potkan je umistén do prihledného valce a poté je ur¢ovan pocet, kolikrat ne-
zavisle na sobé potkan umisti pravou, levou ¢i obé predni tlapky proti vertikalni
sténé cylindru. Cely pokus je nahravan na kameru a pozdéji analyzovan. Skore je
poté pocitano procentualné z celkového poctu zvlast pro pravou a zvlast pro levou

tlapku.

Je dtlezité vyhnout se tomu, aby si potkan na nové prosttfedi zvyknul, ¢ehoz se

docili kratsimi intervaly testovani, které jsou vystfidany pobytem zpét v kleci.

Vyhodou tohoto testu je jeho schopnost detekovat chronické senzomotorické

deficity, které se pomoci jinych test nedafi zjistit (Gensel et al., 2006).
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5.3 Test stoje na zadnich (Rearing Test)

Stejné jako u cylindrového testu i zde se vyuziva pruhledny valec, kam je potkan
béhem testovani umistén. Potkani jsou testovani jednotlivé po dobu deseti minut a
examinator by nemél byt obeznamen se stavem 1é¢by. Cely pokus je peclivé nahra-
van a ze zaznamu je poté vyhodnocen pocet okamzikd, kdy potkan stoji na zadnich
koncetinach.

Tento test je velmi citlivym v méfeni vyuziti zadnich koncetin béhem postoje,
kdy potkan simultanné zveda obé predni tlapky a poté volné stoji v prostoru, ¢i se
prednimi koncetinami opira o hladky povrch valce, pfi ¢emz balancuje a vétsina
vahy je tak na zadnich koncetinach. Hladky povrch testovaciho valce zaroveri ne-
umoznuje kompenzovat slabost zadnich koncetin tim, Ze by dochazelo k prenaseni

vahy na predni koncetiny opfené o stény valce (Arvanian et al., 2006).

U potkanti se sttednim ¢i vaZnym poranénim se vzacné vyskytuje stoj na zadnich
tlapkach s plnou podporou vahy, daleko castéji prozkoumavaji okoli v prikrcené
poloze prednimi koncetinami. Toto chovani se nazyva pokusem o stoj na zadnich
a da se hodnotit tak, Ze se analyzuje pocet téchto pokusi béhem tfiminutového

testovani a pak se kazdy pokus o stoj hodnoti separatné (Yoshihara et al., 2006).

5.4 Uchopovaci test (Limb Hanging Test)

Tento test vyuziva pfirozené vlastnosti tlapky uchopit pfedmét. Primarné byl
vyvinut pro testovani svalt pfednich koncetin u zvirat po SCI v cervikalni oblasti,

ale 1ze ho pouzit i pro testovani zadnich koncetin.

Ke stimulaci dochazi umisténim 12 cm dlouhé a 1,8 mm Siroké tyce do dlané
predni koncetiny a zjiStuje se, zda potkan ty¢ uchopil ¢i ne. Za predpokladu, ze ty¢
uchopil se méfi ¢as, za ktery ji upusti. Lze také zmérit silu svald, tu zjistime tak, ze se
zméfi Cas, za ktery potkan drZi zvednutou ty¢. Aby nebyl vysledek testu zkresleny, je
tfeba zabranit tomu, aby se potkan dotykal télem, zadnimi koncetinami ¢i ocasem
Casti testovaciho zafizeni na bocich. Testovani je opakovano a poté je vypocitana

prameérna hodnota.

U vazné poranénych zvifat je zpravidla vystupem z testu pouze ano, uchopil
ty¢ ¢i ne, neuchopil ty¢. Proto se tento test doporucuje kombinovat jesté s dalsimi

behavioralnimi testy (Pearse et al., 2005).
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5.5 Test sily koncetin (Limb Grip Strength Test)

Tento test ma za kol posoudit maximalni silu, kterou testované zvife vlozi do
uchopeni specialné sestrojeného zarizeni, které zahrnuje specialni pfistroj nazyvany
silomér tchopu (grip strength meter), ktery je zkonstruovany na zakladé Meyerovy
metody (Meyer et al., 1979). Test 1ze pouzit pfi méfeni sily jak u pfednich, tak i u
zadnich koncetin.

Zvite je jemné pridrzovano tak, aby se méfenou koncetinou uchopilo pfistroje,

ke kterému je pfipojen silomér. (Obrazek 4).

Obrazek 4: Potkan drzici se pfednimi koncetinami grip strength meteru.
Zdroj: Obrazek lze nalézt v galerii Bioseb (2017)

Zvife je poté odtahovano od uchopené tyce, dokud se ji nepusti. Ve chvili tésné
pred pusténim dosahuje nejvétsi sily uchopu, ta je vyjadfena v Newtonech a zobra-
zena na obrazovce pfistroje. Obvykle se méfeni provadi tfikrat po sobé a vysledek

se poté zpruméruje (Pearse et al., 2005).

Nevyhodou tohoto testu je stejné jako u uchopovaciho testu to, Ze ho nelze pro-
vadét u vazné poranénych zvirat. Dal$i nevyhodou muze byt i nutnost specialniho

zafizeni. Na druhou stranu, tento test poskytuje cenna a unikatni data.

5.6 Test ziskani jidla (Food Pellet Reaching Test)

Tento test zkouma schopnost prednich koncetin dosahnout na jidlo, uchopit ho
a ziskat. Potkan je zavien do plexisklového boxu a ma za kol ziskat 190 mg peletu

skrz 1-2 cm Sirokou mezeru mezi dvéma plexiskly. Aby se zajistilo, Ze potkan vzdy
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po uspésném ziskani pelety opusti oblast u otvoru, je vzdy poté, co ziska jidlo do
zadni casti plexisklového boxu vhozena jedna 45 mg peleta. Celé testovani je peclivé

zaznamenavano na kameru a poté hodnoceno. (Obrazek 5.)

Vysledek je vypocitan tak, ze se pocet okamzikt, kdy potkan tspésné uchopi
a ziska peletu, vydéli poctem pokust o jeji ziskani. K hodnoceni se pouziva 10
bodova skala (Whishaw, 2000), kde se hodnoti dosahnuti, uchopeni a ziskani pelet
(Whishaw et al., 1993).

Pti testovani po SCI je tento test vyuZitelny pouze pro poranéni v kréni oblasti.

Je také velmi dialezité predtestovani.

FLUESS S W T TR P=

Obrazek 5: A) Potkan se zaméfuje na peletu B) snazi se ni dosdhnout C) uchopuje ji

D) ziskava ji. Zdroj: Jones Lab - Behavioral Neuroscience (2017)
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6. Senzoricko-motoricke testy

Testuji spravnou funkcnost senzorického a motorického systému a jejich spravné

propojeni.

6.1 Chize po kladiné (Narrow Beam Test, Beam Wal-
king Test)

Tento test posuzuje jemnou motorickou koordinaci pomoci chlize po relativné
uzké kladiné.

V testovani popsaném Hicksem a D’Amatem (Hicks & D’Amato, 1975) jsou pou-
zity tfi rizné kladiny. Obdélnikova kladina o $ifce 1,2 cm ¢i o Sifce 2,3 cm a kulata
kladina o praméru 2,5 cm. VSechny tfi kladiny jsou umistény 30 cm nad zem a jsou
1 m dlouhé. Ukolem potkanti je ptejit na druhou stranu. K tomu, aby dostate¢né
pochopili sviij tkol, se doporucuje zvirata jesté pred provedenim operace predtes-

tovat.

Potkantim je podle jejich vykonu pfidéleno nasledujici skoére: 0 bodt pokud
nejsou schopni chodit po kladiné a neustale padaji, 0,5 bodu pokud jsou schopni
dojit do pulky, 1 bod kdyz pfejdou celou kladinu, 1,5 bodu pokud pfi chtzi alespon
castecné vyuzivaji zadni koncetiny a 2 body ziskavaji potkani, ktefi se po kladiné
pohybuji s podporou vahy. Kazdy potkan je testovan na vsech tfech kladinach a vy-
sledné skore je pak souctem bodd, které ziskal na jednotlivych kladinach. Nejméné
tedy muze ziskat 0 bodt (0+0+0) a nejvice 6 bodt (2+2+2) (Metz et al., 2000).

Existuji i rizné modifikace tohoto testu, naptiklad von Euler (von Euler et al.,
1997) vyuzil sedm rizné sirokych kladin a potkany poté testoval postupné tak, ze
zac¢inal vzdy na té nejsirsi a koncil na té nejuzsi. Skore se zapisovalo podle toho, jaka

byla nejuzsi kladina, kterou byl urcity potkan schopny prejit.

Chtize po kladiné velmi pfesné monitoruje jemné deficity v rovnovaze a v umis-
tovani tlapek pfi chtizi. Dalsi vyhodou je, Ze obtiznost tohoto testu mtze byt upra-
vena pouzitim kladin o rizném tvaru a $ifce. Schopnost potkanii pfejit po kladiné
zavisi jak na funkci patefni michy, tak na spravné funkci kortikospinalni, rubrospi-

nalni a vestibulospinalni drahy (Metz et al., 2000).
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6.2 Test smekani (Foot Slip Test, Horizontal Ladder
Walking Test)

Béhem tohoto testu potkani splhaji po Zebfiku s pfickami umisténymi v rtizné
vzdalenosti od sebe. Zebiik se sklada z bo¢nich list a z kovovych pti¢ek s plosin-
kou na kazdé strané. Rozdilna vzdalenost mezi pfickami zptsobi, Ze potkan neni
schopen predvidat vzorec, podle kterého jsou umistény. Vzor se 1isi i v tom, zda jde
zvire z pravé ¢i levé strany. Béhem tohoto testu je vyzadovano, aby potkan umistoval
tlapky presné na kovové pricky (Metz & Whishaw, 2002). (Obrazek 6)

Cely pokus je peclivé zaznamenavan na kameru a poté analyzovan.

Frekvence sklouznuti (chybnych kroki) je pocitana jako rozdil celkového poctu
krokt k poctu uklouznuti. Test maze byt hodnocen i kvalitativné za pomoci chybo-
vého skorovaciho systému (fault scoring system) zavedeného Metzem a Whishawem
(Metz & Whishaw, 2002), kde se hodnoti umistovani pfednich a zadnich koncetin
béhem chtize po zebfiku. Hodnoceni se pohybuje na skale od 0 po 6, kdy skore nula
je pridéleno za chybny krok, kdy potkan uklouzne poté, co minul pricku (total miss)

a skore 6 za spravné umisténi tlapky na pricku (correct placement).

A C

Obrazek 6: Cty#i pohybové kategorie pii horizontal ladder testu
A) vynechani B) sklouznuti C) dotknuti D) krok
Zdroj: Sedy et al. (2008)
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6.3 Test chtize po m¥izce (Grid Walking Test)

Test chiize po mfizce je velmi citliva metoda slouzici k uréeni senzoricko-motorické
koordinace piednich a zadnich koncetin. Uspéiné piejiti miizky je podminéno
spravnou koordinaci pfednich a zadnich koncetin, ktera je zprostiedkovana ventro-
lateralni a retikulospinalni drahou (tyto drahy iniciuji krokovy rytmus) a védomou
kontrolou pohybu, ktera je prednostné zptisobena kortikospinalni a rubrospinalni
drahou (Metz et al., 2000).

Potkani jsou umisténi na 1-1,2 m dlouhou mfizku, kterou maji za kol prejit.
Mezery mftizky jsou rtizného primeéru (0,5-5 cm) a jsou nepravidelné umisténé.
Urcuje se pocet chybného umisténi koncetiny, do kterého se pocita jak uklouznuti,
tak chybné umisténi tlapky. Aby potkan presel celou mfizku je tfeba, aby umistoval
koncetiny presné. Pocet chyb, kterych se potkan dopusti béhem prechodu mfizky
je klasifikovan jako neparametrické skore pfi prechodu mrizky (non-parametric grid
walking score). Za 0-1 chybu je potkan ohodnocen 3 body, za 2-5 chyb 2 body, za 6-9
chyb 1 bodem a za 10-20 chyb 0 body. Potkan, ktery neni schopny pohybu zadnich
koncetin je ohodnocen, jako kdyby se dopustil 20 chyb. Kazdy potkan je testovan
trikrat (Behrmann et al., 1992).

Komplexni testy jako je pravé test chiize po mfizce dokazi odhalit deficity, které
pri bézné lokomoci nejsou viditelné. Aby se testovani jesté zefektivnilo, je tfeba vy-
uzivat vice mfizek s rozdilnym rozloZenim mezer. Avsak pokud je zvife stresovano
neustalou proménlivosti testu, mize to negativné ovlivnit vysledky. Diky vyuziti
ctyrbodové skaly a respektovani individuality kazdého zvifete je vsak mozné tyto
rusivé elementy vyfiltrovat (Metz et al., 2000).

Nejvétsim benefitem tohoto testu je moznost se soustiedit na jednotlivé funkce
zadnich koncetin u zvifat po SCI v hrudni oblasti. U potkant toto poranéni casto
nezpusobuje vyraznéjsi problémy v pozemni lokomoci, u lidi je vsak dostatecné
k absolutni ztraté schopnosti chtize (Norrie ef al., 2005). Nicméné tento test je vhod-
ny pouze pro zvirata po lehkém ¢i mirné poranéni michy, kdy jsou schopna podpory

vahy zadnich koncetin a urcitého stupné koordinované chtize (Gris et al., 2004).

6.4 Chuize polané (Rope Walking Test)

Zvife ma za tkol prelézt 125 cm dlouhé a 4 cm v praméru Siroké lano horizontal-

né natazené mezi dvé platformy. Test se opakuje celkem tfikrat a pfi kazdém béhu
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je zaznamenam pocet uklouznuti a spadnuti. K tspésnému prelezeni lana je tfeba,
aby potkan precizné umistoval tlapky na lano, mél podporu vahy zadnich koncetin
a rovnovahu. Pfed timto testem je nutné provést testovani, coz se miize jevit i jako
nevyhoda, jelikoz zabere az pét tydnti (Kim et al., 2001).
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7. Senzoricke testy

Pod senzorické testy patii metody behavioralniho testovani, které jsou schopné
detekovat poruchy senzorického systému. Zkoumaji hypoaktivitu (ztrata ¢i sniZzena
senzoricka funkce) ¢i hyperaktivitu (hypersenzitivita) senzorickych funkci v reakci
na teplo, chlad, bolest ¢i dotek.

7.1 Test citlivosti na teplo (Hot Plate-based Test)

Béhem tohoto testu se méfi latence odpovédi koncetin na tepelny stimul. Test
je pouzivan hned v nékolika modifikacich. Naptiklad komercné dostupny stan-
dardizovany Plantar Heater Test (Ugo Basil, Comercio, Italy) (obrazek 7), kde jsou
testovany vzdy tfi zvifata naraz v oddélenych plastovych klecich (Hargreaves et al.,
1988). Je dtilezité vzdy testovat stejnou ¢ast koncetin béhem celého testu, napfiklad
chodidlo zadni koncetiny. Generator infracerveného svétla je obvykle nastaven tak,
aby se po 35 vtefinach vypnul a jeho intenzita je nastavena mezi 50 a 60 jednotkami.

Toto nastaveni umoznuje predchazet poranéni (Urdzikova et al., 2006).

Obrazek 7: Pfistroj pouzivany na Plantar Heater Test, kdy se méfi latence odezvy zadni

konéetiny na zdroj salavého tepla. Zdroj: Sedy et al. (2008)

Dal$im ptfikladem testu citlivosti na teplo je technika pouzivana Galem a jeho
kolegy (Gale et al., 1985), ktefi vyuzivali horkého platu predehratého na 50 °C, kam
umistili potkana na dobu 60 s a mérili, kolik ¢asu ubéhne do doby, nez si za¢ne

olizovat obé zadni tlapky.

Dalsi moznou modifikaci testu je tail-flick test, kdy se potkantim zahftiva baze
ocasu (Merkler et al., 2001).
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7.2 Test citlivosti na chlad (Cold Sensitivity-based Test)

Béhem tohoto testu se hodnoti nocicep¢ni citlivost na chlad. Potkantim je na pre-
dem vyholena mista aplikovan chlorethan ve spreji a pozoruje se odpovéd, ktera se
pak hodnoti na stupnici od 0 (zadna odpovéd) az po 3 (reaguje na bolest vydavanim
zvukil) (Vaquero et al., 2006).

7.3 Von Freyova filamenta (Von Frey Filaments)

Pomoci tohoto testu se hodnoti citlivost na mechanicky podnét. Hodnoti se stu-
pent mechanické alodynie, coZ je nadmérna citlivost na podnét, ktery u zdravych

jedinct bolestivou reakci nezptisobuje (Gris et al., 2004).

Potkan je umistén do boxu z plexiskla, kde je na dné umisténa jemna mfizka,
skrz kterou jsou na plantarni povrch prednich ¢i zadnich koncetin postupné apli-
kovana filamenta (obrazek 8) dokud potkan na tento podnét nereaguje (Liebscher
et al., 2005). Jako pozitivni odezva se hodnoti rychlé ucuknuti tlapkou, které miize
byt doprovazeno olizovanim postizeného mista, utikanim, abnormalné agresivnim

chovanim, vokalizaci nebo chvénim (Gris et al., 2004).

Po kazdém kole testovani musi nasledovat pauza a poté je potkan testovan znovu
pomoci toho samého filamenta. Vzhledem k tomu, Ze zména absolutniho poctu
ucuknuti tlapkou mtlize znamenat spise nez alodynii zesileni spinalniho reflexu,
pfi hodnoceni se v potaz bere pouze to, pokud ucuknuti bylo doprovazeno dalsim

chovani napf. okusovanim filament.

Testing area

Obrazek 8: Von Freyova filamenta Zdroj: Ferrier et al. (2016)
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8. TestyzaloZzené nareflexni odpovédi

8.1 Test odezvy (Contact Placing Response Test)

Tento test je zaloZena na poznatku, Ze poloZeni koncetiny na neznamy povrch
muze byt vyvolano lehkym dotekem na dorzalni stranu chodidla, na ktery zvire

reaguje tim, Ze zvedne nohu a umisti ji na prekazku (Metz et al., 2000).

Rozvoj pokladaciho reflexu docasné koreluje s postnatalnim ristem kortikospi-
nalnich axont do Sedé hmoty patefni michy. Tento reflex s vékem vymizi, pokud
se vyskytne u starsiho jedince, je to signal o poskozeni nervové soustavy. Reflex je
prvné pozorovan u prednich koncetin (mezi 4 aZz 7 dnem) a poté se rozviji u zad-
nich koncetin (mezi 9 az 13 dnem). Jako posledni je pozorovana odezva na taktilni

kontakt a na lehké proprioceptivni stimuly (Donatelle, 1977).

Béhem testu je zvife uchopeno tak, Ze jeho zadni koncetiny volné visi a dorzalni
povrch obou chodidel je lehce podrazdén hranou papiru. Test se opakuje desetkrat
a pocet odpovédi na podnét je zaznamenan. Kazdé zvifre je poté hodnoceno indivi-
dualné tak, ze data ziskana z testovani po operaci jsou porovnana s daty, které byly
ziskany pred operaci. Pfedoperacni vysledky jsou brany jako 100 % a od toho se

odviji ohodnoceni jednotlivého potkana (Metz et al., 2000).

Bohuzel reakce u tohoto testu jsou velmi variabilni jak u operovanych, tak i u
zdravych potkana a proto pokud neni tento test kombinovan s dalsim, vysledky

mohou byt zna¢né zkreslené (Metz et al., 2000).

8.2 Reflex roztahovani prsta (Toe Spread Reflex)

Roztazeni prstl je zptsobeno kontrakci meziprstcovych svala (musculi interossei)
a odtahovacem palce nohy (musculus abductor hallucis), inervovanymi peronealnim
nervem, ktery je jednou z vétvi sedaciho nervu (nervus ischiadicus). Z tohoto di-
vodu je tento reflex vyuzivan i pfi posuzovani regenerace sedaciho nervu po jeho

experimentalnim posSkozeni (Renno et al., 2006).

Reflex je studovan tim, Ze je potkan uchopen za ocas a zvednut tak, aby mu
koncetiny volné visely. Pozoruje se, zda roztahuje prsty na tlapkach a hodnoti se
sila odpovédi na reflex — bud neni odpovéd zadna ¢i mize byt normalni anebo

abnormalni. Za abnormalni odpovéd se povaZzuje hyperextenze, ktera muaze byt
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doprovazena tfresem tlapek ¢i prstll anebo za abnormalni odpovéd muze byt po-

vazovan i samotny tfes v tlapkach (von Euler et al., 1997).

Neékolik dni po operaci je pozorovana nulova odpovéd, ktera mtize byt nasledo-
vana abnormalni odpovédi. Pfehnana odpovéd zadnich koncetin je reakci na sni-
zenou kontrolu lokomotorického systému fizeného motoneurony. Postupné dochazi
k rozvoji reflexni odpovédi, ze zacatku dochazi k nepatrnému roztahovani prsti a

postupné se rozviji normalni odpovéd (Seki et al., 2002).

8.3 Vzpfimovaci reflex (Righting Reflex)

Vzpfimovaci reflexy (statické reflexy) tvoii skupinu reflext, které zajistuji ko-
ordinaci statickych reakci a usmérnovani tézisté. U zvifrat po experimentalnim SCI
je vzpfimovaci reflex testovan tak, Ze experimentator uchopi potkana, oto¢i ho na
zada, zvedne ho do vysky cca 7 cm nad polstrovany stdl a upusti ho. Poté se méii,
kolik sekund potkanovi zabere dostat se do bézné ventralni polohy. Odpovéd na
reflex je bud chybéjici, normalni anebo abnormalni a je ohodnocena skérem od 0

(zadny reflex) az po 3 (sam se vzpiimi ihned po upusténi) (von Euler et al., 1997).
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9. Elektrofyziologie a funké¢ni zobra-

zovani magnetickou rezonanci

9.1 Zaznam pohybu pomoci kontaktni elektrody

Tento test v sobé kloubi vyhody horizontalni drahy a elektrofyziologického mo-
nitorovani. Nejprve jsou zvifata pfedtestovana tak, Ze jsou naucena prejit horizon-
talné umistény zebiik a poté jsou jim na palmarni ¢i plantarni povrch tlapek pomoci
gumovych paskli umistény malé kontaktni elektrody tvofené tenkymi médénymi
dratky. Po néjakém case si potkani na elektrodky pripojené na tlapkach zvyknout
a nemaji potfebu si je sundavat. Povrch horizontalni drahy je pokryty vodivym
materialem pripojenym ke zdroji nizkého napéti, ¢imz je umoznén zaznam pohybu
(Gorska et al., 1998).

9.2 Evokované potencialy — transkranialné

Evokované potencialy jsou vyvolany tmyslnym podnétem z okoli a jsou pri¢inou
zmény elektrické aktivity mozku i jinych ¢asti nervové soustavy.

Zviratim je podana anestezie, aby se predeslo stresu a bolesti a evokované po-
tencialy jsou vyvolany transkranialné elektrickou stimulaci motorické oblasti neo-
kortexu za pomoci perkutanné umisténé ocelové elektrody. Odpovéd je zaznamena-
na z periferniho kosterniho svalu, obvykle z lytkového za pomoci jehlové elektrody.
Naopak mozkova aktivita je zaznamenana v odpovédi na senzorickou stimulaci

vyvolanou somato-sensoricky evokovanym potencialem (Marsala et al., 2004).

Vyhodou elektrofyziologickych technik je presné méreni svalové aktivity, laten-
ce reflexu a relativni sila reflexni odpovédi. Naopak nevyhodou téchto metod je
implantace elektrod (Muir & Webb, 2000).
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9.3 Motoricky evokovaneé potencialy — intrakranialné-

intraspinalné

Béhem tohoto testu jsou zvirata pod anestezii a intubované. Do téla jim je injek¢-
né vpraven atropin, aby se redukovala trachealni sekrece a pancuronium bromid
(Pavulon) k navozeni svalové relaxace. Potkani jsou poté umisténi do stereotak-
tického ramu, je jim chirurgicky oteviena lebka a motorické centrum neokortexu
je stimulovano pomoci elektrody. Impulz je poté zaznamenan pomoci epiduralni
elektrody umisténé v bederni casti patere. Motoricky evokované potencialy jsou

poté hodnoceny pomoci specializovaného softwaru (Lee et al., 2005).

Velkou nevyhodou je, Ze je to velmi invazivni metoda a je k ni potfeba specialni
vybaveni. Dal§im problémem je, Ze test nemiiZe byt provadén na denni ¢i tydenni

bazi.

9.4 Funk¢nizobrazovani magnetickou rezonani (fMRI)

Funk¢ni zobrazovani magnetickou rezonanci je velmi precizni metoda vyZaduji-
ci specialni MR-spektrometr. Zvirata jsou pro tento test pod anestezii a mechanicky
ventilovana. Svaly jsou relaxovany pomoci Pavulonu a potkanim je béhem celého
ukonu kontrolovana teplota. Zvifatim jsou do prednich a zadnich koncetin implan-
tovany bipolarni stimulac¢ni elektrody a svaly koncetin jsou stimulovany. Po stimu-
laci jsou snimany signaly ze somatosenzorické oblasti kortexu a ze subkortikalni
oblasti a vSe je nahravano. Metoda fMRI umoznuje rozliseni mezi rekonvalescenci

senzorickych a motorickych funkci (Hofstetter et al., 2003).
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© >
~
BBB sub. | ne N,S,V jednoduchy na provedeni a levny subjektivni
kinematické analyza ob. | ano N, S detailni test vyzaduje specialni vybaveni
plavecky test sub. | ano N, S testuje spontanni lokomoci subjektivni
lokomotorické testy CatWalk ob. | ano N, S L vyzaduje specialni vybaveni
~ - precizni vysledky - — —
analyza otisku ob. | ano N, S vysledky testu zavisi na motivaci zvirat
thorakolumbalni test ob. ne S testuje pouze jednu charakteristiku vyzaduje specialni vybaveni
Eskhol-Wachmannona notace | ob. ne N, S detailni test vyzaduje zkuseného pracovnika
naklonéna rovina ob. ne N,S,V jednoduchy na provedeni a levny neni standardizovany
cylindrovy test ob. | ano N, S citlivy ku chronickym deficitim
Lo test stoje na zadnich sub. | ano N, S umoznuje urcit preferovanou koncetinu
motorické testy - ; L.,
vysledkem je schopnost nevhodny pro zédvazné SCI
uchopovaci test ob. ne N, S zvifat produkovat trvalé
napéti ve svaloviné koncetin
test sily koncetin ob. ne N, S precizni test vyzaduje specialni vybaveni
test ziskani jidla ob. | ano N testuje motorické funkce je tfeba, aby zvifata hladovéla pred testem
chiize po kladiné ob. ano N o L
— . L. . i vyzaduje predtestovani
. L, test smekani ob. | ano N, S odhaluje lehké zmény ve vysledcich
senzoricko-motorické testy = — — — ——
test chtize po mfizce ob. | ano N, S falesné pozitivni ¢i negativni vysledky
chtize po lané ob. | ano N jednoduchy na provedeni a levny vyzaduje predtestovani
test citlivosti na teplo ob. ne N,S,V riziko poranéni, falesné pozitivni vysledky
senzorické testy test citlivosti na chlad sub. | ne N,S,V jednoduchy na provedeni nizka senzitivita
Von Freyova filamenta ob. ne N,S,V chybovost
test odezvy sub. | ne N,S,V falesné pozitivni vysledky
testy zaloZené na reflexni odpovédi reflex roztahovani prstt sub. | ne N,S,V jednoduchy na provedeni a levny L .
o - nizka senzitivita
vzpfimovaci reflex sub. ne N, S
evokované potencialy ob. ne N, S,V L vyzaduje specialni vybaveni
precizni vysledky
fMRI ob. ne N,S,V vysoka cena

Tabulka 1: Shrnuti zminénych behavioralnich testt, jejich vyhod a nevyhod.

sub. — subjektivni

ob. — objektivni

N/S/V — nizka/stfedni/vysoka mira poskozeni




10. Zavér

Vyzkum misniho poranéni je v soucasné dobé velmi intenzivni, navzdory tomu
zatim neexistuje 1éc¢ba, ktera by dokéazala pacienty po SCI uspésné 1écit. Avsak exis-
tuje jiz nékolik terapeutickych postupt, u kterych lze pozorovat vyrazné zlepseni.
Jednou z moznosti, jak ovérit, zda experimentalni 1écba funguje je behavioralni

testovani.

Behavioralni testy se déli do nékolika skupin, které se lisi podle toho, na co jsou
zamérené. Existuji tedy lokomotorické testy, které testuji lokomotorickou aktivi-
tu, kdy je nejvétsim pralomem v lécbé okamzik, kdyz se zvife zacne pohybovat
s podporou vahy. Vétsina lokomotorickych testi je vhodna pro zvirata s lehkym az
stfednim poskozenim, pouze BBB test lze pouzit i pro zvirata s tézkym SCI. Pred-
testovani zvirat je tfeba provést hlavné u kinematické analyzy, plaveckého testu,
CatWalku a analyzy otisku stopy (foot print analysis), coz zvySuje casovou narocnost
téchto testh. Dalsi otazkou je i mira objektivity, ktera je diskutovana hlavné u BBB

testu a u plaveckého testu.

Dalsi skupinou testii jsou motorické testy, které jsou zaméfeny na funkci koster-
nich svald, jez nejsou primarné zapojeny do lokomoce. Nevyhodou téchto testt je,
Ze az na par piipadd nejsou vhodné pro zvifata s vaznym poranénim, ovsem je zde
vysoka mira objektivity. Prakticky u vSech testli je potfeba potkany predtestovat,
coz muZe byt ¢asové narocné. AZ na test sily koncetin neni tfeba Zadné specialni
vybaveni, testy jsou tedy relativné levné a proveditelné prakticky v kazdé bézné

vybavené laboratofi.

Senzoricko-motorické testy testuji spravnou funkénost senzorickych a motoric-
kych drah a jejich spravné propojeni. U téchto testl je tfeba provést predtestovani,
zaroven pouze test smekani a test chtize pro mrizce je vhodny pro zvirata po lehkém

az stfednim poranéni. Ostatni testy jsou vhodné pouze pro zvirata s lehkym SCI.

Senzorické testy pomahaji detekovat poruchy senzorického aparatu, jejich vel-
kou vyhodou oproti ostatnim testim je, Ze neni tfeba predtestovani a zaroven je
zde vysoka mira objektivity. Nevyhodou naopak je moznost poranéni zvirat, hlavné
u testu citlivosti na teplo (hot plate-based test), u kterého hrozi i faleSné pozitivni
vysledky, kdy neni jisté, zda zvife reaguje na tepelnou stimulaci, ¢i jeho reakce je
vyvolana na zakladé poskozeni ktiZe. U téchto testl je také nizsi mira senzitivity, ¢i

hrozi moznost chybnych vysledka.

U testl zaloZenych na reflexni odpovédi je jejich velikou vyhodou to, Ze zde neni
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tfeba zadné specialni vybaveni a testy jsou jednoduché. Naopak nevyhodou je nizka
senzitivita a moznost vyskytu falesné pozitivniho vysledku u testu odezvy (contact

response placing testu).

U Elektrofyziologickych testd a fMRI dochazi k elektrické stimulaci svala ¢i
motorickych c¢asti neokortexu. Vyhodou téchto testl je vysoka mira objektivity a
zaroven zvirata nejsou predtestovana. Ovsem jako velkd nevyhoda se jevi nutnost

chirurgického zakroku a potfeba drahého specialniho vybaveni.

Vzhledem k tomu, Ze kazdy test je zaméfen na urcitou specifickou oblast, je
tfeba béhem experimentu spravné skloubit vice testi dohromady, aby data byla
objektivni a méla urcitou vypovédni hodnotu. Vseobecné plati, Ze ¢im obecnéjsi
test je, tim $irsi je moznost jeho pouziti, ¢imz se ovsem snizZuje jeho presnost. Kromé
toho, ¢im vétsi je pouzitelnost testu, tim méné je tato metoda citliva. Pro Gspéch

studie je tedy rozhodujici spravny vybér testovacich metod.
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