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Abstrakt

Plavani, vrozeny reflex potkan(, predstavuje komplexni motoricky projev, ktery se
v prubéhu postnatalniho vyvoje vyrazné méni. Vyvoj plavani jsme sledovali na
skupiné mladat potkana ve véku P5 az P21. Na zakladé vysledkl pozorovani a
poznatkl o plavani z odborné literatury jsme navrhli protokol pro testovani plavani u
potkanu. Testovani probiha v nadrzi o rozmérech 50x15x30cm, s vodou o teploté
24°C, po dobu 1 minuty nebo do potopeni mladéte. Plavani je hodnoceno pomoci
nékolika vyvojovych znaku, kterymi jsou: potopeni, splyvani, pozice ¢enichu a plovaci
pohyby koncetin. Navrzeny protokol jsme vyuZili v dal§im pokusu, ve kterém jsme
zjistovali vliv latek pusobicich na GABAB receptory (antagonisty CGP 46381 a
agonisty baklofenu) na vyvoj plavani u potkana. Vysledky pokusu ukazaly, ze CGP
46381 ani baklofen, podavané mladatum ve véku P7 az P11 kazdodenné v davce 3

mg/kg, neméni pribéh vyvoje plavani ve srovnani s vyvojem kontrolni skupiny.

Klicova slova

Plavani, laboratorni potkan, motoricky vyvoj, GABAB receptory, CGP 46381,
baklofen



Abstract

Swimming is an inborn reflex in rats. It represents a complex motor behaviour, which
changes significantly throughout the postnatal developmental period. In the current
study, development of swimming behaviour was studied using a group of rat pups
aged between P5 - P21. A protocol for assessment of swimming in the rat was
developed based on literature studies and the results of our own observation on rat
swimming. The experiments were conducted using a tank 50x15x30cm, filled with
water at 24°C, in which each pup is left for 1 minute or less, if it sinks to the bottom.
Swimming was assessed using the following developmental markers: sinking,
floating, nose position and swimming movements of the limbs. To study the effect of
GABAB receptors ligands on the development of swimming behaviour, three groups
of pups aged between P12 — P32 were injected intraperitoneally either physiological
solution or 3 mg/kg GABAB receptors antagonist CGP 46381 or 3 mg/kg GABAB
receptors agonist baclofen, daily between P7 and P11. Results showed that neither
CGP 46381, nor baclofen, alters the development of swimming behaviour compared
to a control group.
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Swimming, laboratory rat, motor development, GABAB receptors, CGP 46381,
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SEZNAM ZKRATEK

AVCR = Akademie v&d Ceské republiky, v.v.i.
Bac = baklofen

CNS = centralni nervova soustava

GABA = kyselina y-aminomaselna

LPK = leva predni konCetina

LZK = leva zadni konCetina

NS = nervova soustava

P = postnatalni den, napf. P1 = den, ve kterém mladé dosahlo véku 1 den
(postnatalni den 1)

PO = den narozeni (postnatalni den 0)

PKK = pfedni koncetiny

PPK = prava predni konCetina

PZK = prava zadni koncCetina

ZKK = zadni koncetiny

Poznamka: Ruzné zplUsoby oznadeni dnu postnatalniho vyvoje, pouzivané
v citované literatufe, jsme pro vétsi pfehlednost sjednotili v systému znaceni zkratkou
Px, kde P znaCi postnatalni obdobi a x den, ve kterém mladé dosahlo véku x,
pficemz den narozeni je oznacCen jako PO. Autofi Schapiro et al. (1970) neuvadi, zda
dnem 1 rozumi den narozeni ¢i den nasledujici po dni narozeni, jimi uvadéné dny

proto citujeme pomoci formulace ,Px €i P41+ (napf. den 1 jako PO ¢&i P1).



UvoD

Tématu motoriky potkant jsem se vénovala jiz ve své bakalarské praci ,Vyvoj
motorickych schopnosti laboratorniho potkana®. Potkani patfi v neurovédach mezi
jedny z nejdéle a nejcastéji pouzivanych modelovych organismud. Diky tomu byl jejich
motoricky vyvoj podrobné prozkouman a popsan. Znalost motorického vyvoje
potkana neni samoucelna, v praxi tvofi zaklad tvorby a interpretace motorickych
testl, jez nachazi vyuzZiti ve vyzkumu farmakologickych, toxikologickych,

genetickych, environmentalnich a jinych vlivl na zivy organismus a jeho vyvoj.

Pro ucely diplomové prace jsem téma motoriky potkanl zuzila na plavani,
které doposud stalo ponékud stranou zajmu neurovéd, a¢ se vzhledem
k pfirozenému habitatu potkana jedna o vyznamnou soucast motorického repertoaru
tohoto zvifete. Plavani, stejné jako chlize a jiné motorické projevy, mize byt vyuZito
jako ukazatel normalniho ¢i abnormalniho motorického vyvoje ve vyvojovych
studiich. V odborné literatufe Ize nalézt nékolik pfikladu takovéhoto vyuZiti, neni jich

vSak mnoho a nevytvafi jednotnou, ustalenou metodiku testovani.

Tato diplomova prace je zaroven jednim z vystupl grantového projektu GAUK
€. 92310, v jehoz ramci byl zkouman vliv latek pusobicich na GABA receptory na
anxietu, motoriku a chovani mladat laboratornich potkand. Dil€éim vyzkumnym
zamérem tohoto projektu bylo zjiSténi ovlivnéni vyvoje plavani podanim latek
pusobicich na GABAB receptory, coz je vedle samotného plavani dalSi téma,

kterému se vénuiji v této diplomoveé praci.
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1 PREHLED POZNATKU

1.1 Laboratorni potkan

Potkan je historicky prvnim zvifecim druhem chovanym vyhradné pro ucely
védeckého vyzkumu (Krinke, 2000). Tento chov dal vzniknout nové formé potkana

(Rattus norvegicus) — potkanu laboratornimu (Rattus norvegicus var. alba).

Taxonomické zafazeni potkana laboratorniho je nasledujici (pfevzato z BioLib,
[online]):
fiSe: zivoCichové (Animalia)
kmen: strunatci (Chordata)
tfida: savci (Mammalia)
fad: hlodavci (Rodentia)
Celed: mySoviti (Muridae)
rod: krysa (Rattus)
druh: potkan (Rattus norvegicus)

forma: potkan laboratorni (Rattus norvegicus var. alba)

Pro pouziti potkanu jako laboratorniho zvifete v neurovédach mluvi velké
mnozstvi morfologickych, fyziologickych, farmakologickych a biochemickych udajd o
téchto zvirfatech (Clarac et al., 1998). Vyhodou pro fyziologické, farmakologické a
morfologické studie centralniho nervového systému je relativné konstantni velikost

lebky a existence velmi podrobnych atlasi mozku (napf. Paxinos, Watson, 2007).

Laboratorni potkan je vhodnym zivociSnym druhem pro vyvojové studie.
Bfezost trva 22-23 dnu, samice rodi 10 i vice mladat. Pfi narozeni je organismus
potkana, v€etné nervové soustavy a fungovani motorického systému, velmi nezraly
(Bekoff, Trainer, 1979; Calamandrei, 2004; Clarac et al., 1998; Schapiro et al., 1970;
Vinay et al., 2005); jinymi slovy, potkani se rodi v brzkém stadiu neuroontogeneze.
Diky tomu je mozné na potkanech v prvnich postnatalnich dnech jejich Zivota
pozorovat a modelovat déje, které v lidské CNS probihaji v prenatalnim obdobi
(Gramsbergen, 1998).

Zralosti centralni nervové soustavy (CNS) srovnatelné s donoSenym lidskym

novorozencem dosahuji potkani pfiblizné desaty den po narozeni. DalSi vyvoj je
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velmi rychly, sexualni zrani probiha primérné od 35. do 50. dne, jako mladé dospélé
je mozno oznacit potkany ve véku 60 dna, uplné pohlavni dospélosti dosahuji potkani
tfi mésice po narozeni. V pfiznivych Zivotnich podminkach se mohou dozit az tfi let
(Nejedly, 1965).

Vyvoj motoriky laboratorniho potkana je dobfe prozkouman, kromé klasickych
zakladnich praci (Altman, Sudarshan, 1975; Bolles, Woods, 1964) se stale objevuiji
prace nové (napf. Gramsbergen et al., 1999). Vyvojové prace se vétSinou vénuji
jednoduchym motorickym reflexdm nebo lokomoci. Plavani jako komplexni motoricky
fenomén bylo ve vyvoji zkoumano pomérné malo (Schapiro et al., 1970, Salas,
1972), i kdyZ je tento jev vhodny pro studium pozménéného vyvoje (Schapiro et al.,
1970).

1.2 Vyvoj motoriky potkana

1.2.1 Vyvoj senzomotoriky

Nékteré reflexy Ize u mladéte potkana vyvolat jiz pfed narozenim. Mezi 16. a
17. embryonalnim dnem se objevuje reflexni odpovéd na podrazdéni zadniho kofenu
midniho (Clarac et al., 1998), 1 az 2 dny pfed narozenim Ize vyvolat monosynapticky
napinaci reflex (Brocard et al., 1999). Proprioreceptory a tedy i napinaci reflex se
dale vyviji po narozeni, napfikad svalova vieténka zadnich koncetin (ZKK)

morfologicky dozravaji 12. postnatalni den (Bekoff, Trainer, 1979; Muir, 2000).

1.2.2 Vyvoj vzpiimené polohy

Novorozena mladata, jsou-li izolovana od matky, zaujimaji polohu na bfiSe s
hlavou a extendovanymi koncetinami volné spocivajicimi na podlozce (Altman,
Sudarshan, 1975; Clarac et al., 1998). Zcela chybi vzpfimeni proti gravitaci i u¢inna

lokomoce (Calamandrei, 2004).

Vzpfimovani probiha, stejné jako u Clovéka, postupné ve sméru rostro-
kaudalnim a proximo-distalnim (Altman, Sudarshan, 1975; Brocard et al., 1999;
Clarac et al., 1998; Geisler et al., 1993; Lelard et al., 2006; Trojan et al., 2005; Vinay
et al., 2005).
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Vzpfimovani na pfednich koncetinach (PKK) zacina jiz v prvnim tydnu Zivota
(Altman, Sudarshan, 1975; Clarac et al., 1998). Vyvoj vzpfimené postury popsali ve
své praci Altman a Sudarshan (1975). Uvadi zde, Ze Sestidenni potkani stravili v
poloze se vzpfimenymi ramennimi pletenci v priméru 50% z doby pozorovani, ktera
Cinila 3 minuty. Vzpfimeni ramen souvisi s funkénim zranim PKK, které se stavaiji
oporou pro predni ¢ast trupu. Opérné body lezi zpoCatku na loktech a v distalni Casti
koncetin, od postnatalniho dne (P) 6 pak na akrech koncetin. Dvanacty den jsou jiz
mladata schopna zvednout z podlozky jednu predni koncetinu, aniz by pfi tom ztratila
rovnovahu (Altman, Sudarshan, 1975). Lelard et al. (2006) uvadi, ze PKK jsou

schopny nést vahu predni ¢asti téla pfiblizné od devatého az jedenactého dne.

Vzpfimovani na ZKK zacina ve druhém tydnu Zivota, kdy dochazi dle Clarac et
al. (1998) k nahlé akceleraci zrani ZKK, které jsou nasledné dostatecné funkcéné
zralé na to, aby nesly vahu zadni Casti trupu. Funkéni zralost ZKK je podminéna
vyvojem sestupnych drah jdoucich z mozkového kmene do intumescentia lumbalis;
toto rozSifovani probiha v poslednim prenatalnim a prvnich dvou postnatalnich
tydnech (Vinay et al.,, 2002). Oporu o akra ZKK Ize pozorovat od desatého dne,
poCinaje dvanactym dnem travi potkani v poloze se vzpfimenym panevnim
pletencem v priméru vice nez 50% z doby pozorovani (Altman, Sudarshan, 1975).
Lelard et al. (2006) uvadi schopnost ZKK nést vahu zadni ¢asti téla a vzpfimeni

panve od tfinactého dne.

Vzpfimovani hlavy predstavuje vyjimku v ramci rostrokaudalniho sméru
vyvoje. Probiha ve druhém tydnu Zivota, téméF souCasné se vzpfimovanim panve.
Kratkodobé zdvizeni hlavy nad podlozku Ize u 50 % mladat pozorovat jiZz prvni den
(Geisler et al., 1993); pohyb probiha v atlanto-okcipitalnim skloubeni (Lelard et al.,
2006). Vice nez 50% Casu pozorovani v poloze s hlavou vzpfimenou proti gravitaci
travi mladata od dvanactého dne (Altman, Sudarshan, 1975). Geisler et al. (1993)
popsali vzpfimeni hlavy béhem lokomoce taktéZ od jedenactého az dvanactého dne.
Dlouhodobé zdvizeni hlavy nad podloZzku se objevuje i u mladat do dvou dni véku, to
je vSak dano specifickou polohou trupu, nejedna se tedy o aktivni vzpfimeni (Altman,
Sudarshan, 1975). Charakter pohybu hlavy se méni v druhém postnatalnim tydnu
v souvislosti s rozvojem zrakové orientace — zatimco slepa mladata pohybuji hlavou
a patefi jako jednim celkem, po otevieni o¢nich Stérbin se objevuji izolované pohyby

v atlantookcipitalnim skloubeni (Lelard et al., 2006).
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Vzpfimovani je dokonceno pocCatkem tretiho tydne. Ve své studii uvadi Altman
a Sudarshan (1975) pfritomnost vzpfimené polohy (tj. polohy s oporou o koncetiny a
hlavou zdviZzenou nad podlozku) u vSech zvifat po celou dobu pozorovani pocinaje

patnactym postnatalnim dnem.

1.2.3 Rana rytmicka aktivita (primitivni lokomoce)

Lokomoc¢ni funkce lze rozdélit na ranou rytmickou aktivitu a kvadrupedalni
lokomoci s ventralni stranou téla vzpfimenou nad podlozku, ktera se objevuje po

nabyti vzpfimené postury (Clarac et al., 1998).

Rytmicka aktivita je generovana centralnimi generatory motorickych vzorcu,
které jsou v patefni miSe potkana pfitomny jiZ od embryonalniho obdobi. Tyto
generatory jsou sice schopny produkovat stfidavou rytmickou aktivitu samostatné, jak
bylo prokazano experimentalné na preparatech patefni michy potkant, za
normalnich okolnosti jsou vSak aktivovany supraspinalnimi aferentnimi vstupy, které
rovnéz pfizpusobuji lokomoc&ni vzor danym podminkam. Aferentaci pfijimaji centralni
generatory motorickych vzorci také na segmentalni Urovni z proprioreceptoru a

exteroreceptort (Muir, 2000).

Ve vyvoji centralnich generatord motorickych vzorcl zfejmé hraji dalezitou roli
periodické spontanni vyboje miSnich motoneuronl, zaznamenavané na prednich
vyboje jsou pravdépodobné odpovédné za spontanni pohyby koncetin pozorované in

utero (Nakayama et al., 1999).

Stfidavé pohyby koncetin se u savcl objevuji jiz od narozeni (Gramsbergen,
1998; Muir, 2000). To svéd¢i pro pfitomnost zakladnich prvkd lokomoce, tedy
misSnich okruhl schopnych generovat rytmickou stfidavou aktivitu, dostate¢né
supraspinalni kontroly pro iniciaci pohybd a ucinnych vystupl do motorickych

jednotek, v dobé pfed objevenim se zralého zplisobu chize (Muir, 2000).

CNS je tedy schopna v raném postnatalnim obdobi vyvolat lokomoc&ni aktivitu.
Protoze vSak chybi korekce postury, nemuze byt lokomoé&ni vzor ucinné realizovan.
Vodni prostfedi a nepfitomnost kontaktu s podloZkou posturalni pfekazky do znacné
miry redukuji (Clarac et al., 1998). Pfi zavéSeni potkana do vzduchu nebo ponofeni

do chladné vody Ize vyvolat stfidavé rytmické pohyby koncetin, tzv. ,air-stepping®,
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respektive plovaci pohyby (Clarac et al., 1998; Muir, 2000). Oba typy chovani maji
podobny motoricky vzor i vyvoj. O vyvoji plavani podrobné pojednavame v kapitole
1.3.

1.2.4 Vyvoj lokomoce

Uvadéna chronologie vyvoje lokomoce vychazi z pozorovani Altmana a

Sudarshana (1975), neni-li uvedeno jinak.

Novorozena mladata potkana vykazuji minimum znamek svédcicich pro to, ze
jsou schopna pohybu vpfed. Lokomoc¢ni vzory, jako je chlize a béh, totiz potfebuji
pro svou realizaci zraly vestibularni aparat, sestupné drahy a regulaci cestou

posturalnich reflext (Clarac et al., 1998).

Spontanni lateralni pohyby hlavy lze pozorovat jiz u novorozenych mladat
(Clarac et al., 1998; Altman, Sudarshan, 1975). Tyto pohyby umoziuji €ichovou
orientaci a orientaci €enichu (Lelard et al., 2006). Od tfetiho dne jsou to pohyby
rytmické, tzv. saci (Geisler et al., 1993). Casté pohyby hlavy ve vertikalni roviné
pozorovali Geisler et al. (1993) od sedmého dne. Od jedenactého az dvanactého dne

popisuji stejni autofi horizontalni pohyby hlavy béhem lokomoce.

Teprve Ctvrty az paty den po narozeni se objevuji Casté spontanni pohyby
PKK, které jsou zakladem prvotniho lokomo¢niho projevu — tzv. pivotovani (i kdyz
Gramsbergen (1998) uvadi pivotovani jiz od narozeni). PKK pfi ném funguji jako
padla. Mladata se odstrkuji tlapami PKK, prsty PKK jsou addukovany, panev a ZKK
spocivaji pasivné na podloZce; vysledny pohyb téla je rotace kolem svislé osy se
zanedbatelnym podilem pohybu vpfed. V ramci pivotovani Ize rozlidit dvé formy —
,odpichovani“ (,punting“) jako ranou formu pivotovani s nekoordinovanym pohybem
PKK, které je postupné nahrazovano ,Slapanim“ (,treading“), pfi kterém je jiz hlava
zdvizena nad podloZzku, PKK se pohybuji koordinované, stale vSak nedochazi k

pohybu vpfed. Pivotovani Ize pozorovat od P3 do P8, jeho vyskyt vrcholi sedmy den.

Od sedmého az osmého dne se objevuje novy lokomocni vzor — plazeni.
Hlava zlstava zdvizena nad podlozku po dobu nékolika vtefin. Prsty PKK jsou pfi
kontaktu s podlozkou abdukovany. ZKK jsou abdukovany a rotovany zevné (Geisler
et al., 1993; Muir, 2000), chvilemi provadi pohyby pfipominajici veslovani a ucastni

se tak lokomoce, Casto vSak zustavaji natazeny za télem s chodidly sméfujicimi
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vzhlru a jsou pouze pasivné viaceny za télem. K abdukci prstit ZKK dochazi v
poloviné druhého tydne; abdukované prsty nasledné umoznuji ucinnéjSi oporu i
odraz. Plazeni coby zpuUsob lokomoce pfevazuje do Ctrnactého dne. Od vétSiny
publikovanych praci se odliSuji Clarac et al. (1998), ktefi uvadéji, ze spoustéli

nedokonalé plazeni ode dne 2, plazeni s natazenymi ZKK ode dne 5.

Od dvanactého dne jsou mladata schopna zaujmout vzpfimenou polohu na
vSech Ctyfech koncetinach a objevuje se chuze (Clarac et al., 1998, Lelard et al.
2006). Jako o prevladajicim lokomo&nim vzoru Ize o chizi mluvit od &trnactého az
patnactého dne, kdy zaroven ziskava kvalitu chize dospélého jedince — ZKK jiz
nejsou ve stojné fazi abdukovany ani zevné rotovany (Geisler et al., 1993; Muir,
2000). Rychlost chize a délka kroku se zvySuji (Clarac et al.,, 1998), od pocatku

tretino tydne se jedna spiSe o béh.

U potkanu lze tedy rozliSit tfi faze vyvoje lokomoce dle prevazujiciho

lokomoc¢niho vzoru — fazi pivotovani, plazeni a chize.

Lokomoéni vyvoj pokracuje i po tfetim tydnu Zivota potkana, kdy dochazi napf.
k pfizpusobovani chize ruznym druhdm povrchl a rozvoji tzv. komplexnich

pohybovych dovednosti, jako napfiklad skakani.

1.3 Plavani laboratorniho potkana

Plavani pfedstavuje adaptacni odpovéd na situaci ohrozujici Zivot mladéte.
V této motorické odpovédi je integrovana cela fada jednotlivych reflexnich odpovédi,
jako napft. reflex vzpfimovaci (Schapiro et al., 1970). Zakladem plavani jsou, stejné
jako u suchozemské lokomoce, rytmické pohyby koncetin generované z centralnich

generatort motorickych vzorcu (Nishimaru, Kudo, 2000).

Plavani ve smyslu motorické odpovédi na umisténi zvifete do vodniho
prostfedi (tedy plovacich pohybl) Ize u potkanu pozorovat jiz zahy po narozeni.
O efektivnim plavani, pfi némz je zvife schopno udrzet ¢enich nad hladinou vody, Ize
vSak hovofit az pfiblizné od druhého tydne zivota mladéte (viz kapitola 1.3.3). Pojem
efektivni plavani (,effective swimming®) pouzili Schapiro et al. (1970), ktefi pro stejny

jev uvedli také oznaceni schopnost plavat (,swimming capability®).
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V nas8i praci pouzivame pojem plavani jako synonymum plovacich pohybu;

mame-li na mysli efektivni plavani, pak je toto oznaceni vyslovné uvedeno.

1.3.1 Plovaci pohyby koncetin

Pro popis plovacich pohybl koncetin je vhodné tyto rozdélit na useky, kterymi
jsou jednotlivé plovaci cykly (,stroke cycle®). Plovaci cyklus jedné koncetiny se sklada
ze dvou fazi: (1) zabéru (,power stroke®) a (2) zpétného pohybu (,return stroke®
Bekoff, Trainer, 1979; Nakajima et al., 1998).

Zabér je pohyb koncetiny vzad (kaudalng), tedy z pozice maximalni anteriorni
flexe do pozice maximalni posteriorni flexe. Zpétny pohyb je pak pohyb koncCetiny

vpred (rostralné) do vychozi pozice pro nasledujici zabér (Nakajima et al., 1998).

1.3.2 Dospély vzor plavani

Nejprve popiSeme plavani dospélého jedince, abychom nasledné

charakterizovali jednotlivé vyvojové faze plavani, které dospélému vzoru pfedchazeji.

Dospély vzor plavani — ,adult pattern® (Schapiro et al., 1970; Nakajima et al.,
1998) — je charakterizovan takto: zvife pouziva pro pohyb vpifed pouze ZKK, PKK
jsou drzeny v extenzi tak, Ze jsou navzajem rovnobézné a sméfuji rostralng, tj.
z hlediska sméru pohybu zvifete vpfed. Pohyb PKK se objevuje pouze pfi zméné
sméru pohybu zvifete (pfi otaceni), dale pak pfi pokusech o Splhani po sténé nadrze
a pokusech o zachyceni se za sténu nadrze (,pawing“; Schapiro et al., 1970);

posledni dvé uvedené situace vSak nelze povazovat za plavani.

Pohyb ZKK Ize charakterizovat jako rytmické stfidani flexe a extenze koncetin,
pfi¢emz v okamziku, kdy se prava zadni konc¢etina (PZK) nachazi v pozici maximalni
extenze, se leva zadni konCetina (LZK) nachazi v pozici maximalni flexe, a naopak
(Nakajima et al., 1998).

Dospély vzor je také nékterymi autory nazyvan pohybovym vzorem s prevahou

ZKK (,dominant hindlimb pattern of movement” (Nakajima et al., 1998)).

1.3.3 Vyvojové faze predchazejici dospélému vzoru

Vyvoj plavani u mladat laboratorniho potkana byl poprvé systematicky popsan

v praci autort Schapiro et al. (1970).
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Rozdéleni vyvoje do tfi fazi uvedené dale vychazi v zakladu z prace autor(
Nakajima et al. (1998). Jejich rozdéleni a popis jednotlivych fazi jsou doplnény o

poznatky nékterych dalSich autort (konkrétné viz citace).
Faze vyvoje plavani jsou nasledujici:

1) faze prevazujicich pohybl PKK — primitivni vzor plavani

Mladata potkana jsou schopna provadét plovaci pohyby koncetin jiz v den
narozeni (P0). Nakajima et al. (1998) pozorovali tyto pohyby u poloviny z celkem 16
sledovanych zvifat. Druha polovina mladat v jejich pokusu plovaci pohyby
nevykazovala, zvifata se v nadrzi pouze nehybné vznasela (splyvala), zcela nebo
CasteCné ponofena ve vodé. Splyvani pozorovali u vétSiny mladat mladSich 6 dni
také Schapiro et al. (1970).

Bekoff a Trainer (1979) ve své praci uvadi, ze jiz mladata stara jeden den,
tedy v P1, jsou schopna pouzivat pro plavani vSechny Cd&tyfi koncetiny. Tato
schopnost sice pretrvava po cely Zivot potkana, nicméné pocet koncetin, které se pfi
plavani skute¢né zapojuji do pohybu, vykazuje proménlivost v zavislosti na véku
zvifete. Jak jiz bylo uvedeno vySe, pro dospély vzor plavani je charakteristické
zapojeni pouze ZKK (viz kapitola 1.3.2). Naproti tomu u mladat v prvnich dnech po
narozeni pfevazuje pfi plavani aktivita PKK. Nakajima et al. (1998) zaznamenali v P1
plovaci pohyby PKK u 8 z 16 mladat, pohyby ZKK se u téchto mladat objevovaly
pouze zfidka. Pfevahu plovacich pohybu PKK v pocateénim obdobi postnatalniho
vyvoje potvrzuji i poznatky autort Bekoff a Trainer (1979), ktefi v obdobi od P1 do P9
zaznamenali u mladat kromé Casovych useku, kdy se plavani u€astnily vSechny Ctyfi
konCetiny, také Casté useky, kdy byly aktivni pouze PKK, pouze jeden par
stejnostrannych koncetin, pfipadné pouze tfi konCetiny (vzdy obé PKK a jedna zadni

koncetina).

Plovaci pohyby PKK v této fazi vyvoje plavani Ize charakterizovat jako pohyb
pfevazné plynuly, pravidelny, rytmicky (Nakajima et al., 1998). Co se tyCe vzajemné
koordinovanosti pohybu PKK, udaje v literatufe se lisi. Schapiro et al. (1970) uvadi,
Ze mladata mladSi Sesti dni obvykle vykazovala nekoordinované pohyby PKK.
PocCetné vSak prevazuji prace, jejichz autofi shledali pohyby PKK navzajem
koordinovanymi, a to jiz u novorozenych mladat (Cazalets et al., 1990, pro PO;
Nakajima et al., 1998, pro PO; Bekoff, Trainer, 1979, pro P1). Koordinace pohybu
PKK spociva v provazanosti fazi plovaciho cyklu mezi pravou pfedni koncetinou
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(PPK) a levou pfedni konc&etinou (LPK) - zabér PPK je doprovazen zpétnym

pohybem LPK, a naopak (Nakajima et al., 1998).

Vyse charakterizované plovaci pohyby, objevujici se u potkant v prvni fazi
vyvoje plavani, lze oznaCit jako primitivni vzory plavani (,primitive swimming

patterns®; Nakajima et al., 1998).

Prvni fazi vyvoje plavani ohrani€uji autofi Nakajima et al. (1998) dny PO a P1,
kdy mladata pouzivaji k plavani téméf vyhradné PKK. Primitivni vzor plavani vSak
muUze mit podobu kombinace aktivity PKK a ZKK, pficemz aktivita PKK pfevazuje,
proto Ize o prvni fazi vyvoje hovofit az do okamziku, kdy zvifata zanou pouzivat
stejnou mérou PKK i ZKK (viz popis nasledujici faze), tedy v obdobi mezi PO a P9
(Bekoff, Trainer 1979).

Plavani v prvni fazi neni efektivni, tj. zvifata nejsou schopna pfi plavani drzet
¢enich nad hladinou vody (Schapiro et al., 1970; Bekoff, Trainer 1979; Nakajima et
al., 1998). Néktera zvifata nejsou schopna se ani drzet u hladiny a klesaji ke dnu
nadrze; tento jev se vyskytuje u mladat v obdobi PO az P10 (Bekoff, Trainer 1979;
Nakajima et al., 1998).

V souhrnu je prvni faze vyvoje plavani charakterizovana primitivnim vzorem
plavani, pfi némz pFevazuje aktivita PKK. Plavani neni jesté efektivni. Kromé
plovacich pohybu se u mladat objevuje i nehybné splyvani, pfi kterém jsou ¢astecné
nebo zcela ponofena ve vodé. Néktera mladata se neudrzi u hladiny vody a klesaji

ke dnu nadrze.

2) faze pohybu PKK i ZKK - juvenilni vzor plavani

Ve druhé fazi vyvoje pouzivaji potkani pfi plavani pravidelné vSechny Ctyfi
koncCetiny, charakteristicka je pro tuto fazi koordinace pohybl PKK s pohyby ZKK
(Nakajima et al., 1998). Podobu koordinace vSech ctyf koncetin ve svych pracich
podrobné popsali Bekoff a Trainer (1979) a Nakajima et al. (1998): v okamZiku, kdy
se PPK nachazi ve fazi zabéru, se LPK nachazi ve fazi zpétného pohybu, a naopak,
a zaroven diagonalni koncetiny (tj. PPK s LZK nebo LPK s PZK) zahajuji fazi zabéru
témér souCasné. Jinymi slovy, pfi plavani se rytmicky stfida faze, kdy je PPK a LZK
v zabéru a zaroven LPK a PZK ve zpétném pohybu, s fazi, kdy je LPK a PZK

v zabéru a zaroven PPK sLZK ve zpétném pohybu. Tento diagonalni vzor
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koordinace konc¢etin (,diagonal swimming pattern of interlimb co-ordination®) je kromé
druhé vyvojové faze plavani typicky také pro klus, a to nejen potkanu, ale

kvadrupedalnich obratlovcu obecné (Bekoff, Trainer, 1979).

Plovaci pohyby koncetin typické pro druhou fazi vyvoje plavani oznacuji
Schapiro et al. (1970) jako juvenilni vzor plavani (,juvenile swimming behavior®, v

doslovném piekladu tedy juvenilni plovaci chovani).

Vékova hranice mezi prvni a druhou vyvojovou fazi je literaturou uvadéna
znacné nejednotné. Prestoze za milnik mezi témito dvéma fazemi je shodné
povazovan okamzik, kdy prevladne koordinovana aktivita vSech Ctyf koncCetin, Casoveé
vymezeni této udalosti je velmi rozdilné. Nakajima et al. (1998) uvadi, Ze
koordinovanou aktivitu vSech Ctyf konCetin zaznamenali u 10 z 16 mladat jiz v P2, u
vSech mladat pak v P5. Naproti tomu Schapiro et al. (1970) pozorovali v P5 & P6
jesté nekoordinované pohyby koncetin, jejichz koordinace se s vyvojem mladéte
postupné zlepSovala, az se konecné v P14 ¢i P15 objevil pIné koordinovany pohyb
vSech Ctyf koncetin. V pokusu autord Bekoff a Trainer (1979) zaCala mladata

pravidelné pouzivat vSechny Ctyfi konCetiny v P9.

Relativni shoda naopak panuje ve stanoveni véku pfechodu z druhé faze do
faze tfeti. Nakajima et al. (1998) uvadi P13 (z P12 nejsou data k dispozici, P13 fadi
jiz do treti faze); Schapiro et al. (1970) P14 ¢i 15 az P15 ¢i 16; Bekoff a Trainer
(1979) P16.

Béhem druhé vyvojové faze se plavani stava efektivnim. Vék mladat, ve
kterém se objevuje schopnost efektivniho plavani, je v literatufe uvadén rGzné.
Nakajima et al. (1998) pozorovali schopnost drZzet ¢enich nad hladinou jiz u nékterych
mladat v P5. Naproti tomu Bekoff a Trainer (1979) tuto schopnost zaznamenali az od
P8 nebo P9, Schapiro et al. (1970) dokonce az od P11 Ci P12.

V souhrnu je druha vyvojova faze plavani charakterizovana prechodem
k juvenilnimu vzoru plavani, pfi kterém se pohybuji koordinované vSechny Ctyfi
konCetiny. Plavani se stava efektivnim. Druha faze zacina okamzikem, kdy je
prevazujici aktivita PKK nahrazena pohybem vSech Ctyf koncCetin, a koncCi na pfelomu
druhého a tfetiho postnatalniho tydne.
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3) faze prevazujicich pohybi ZKK

Treti faze vyvoje je fazi pfechodu od juvenilniho vzoru plavani ke vzoru

dospélému, pfi némz pfevazuje aktivita ZKK (podrobné viz kapitola 1.3.2).

Faze prevazujicich pohybu ZKK zacina u mladat pfiblizné ve véku dvou tydn
(viz konec druhé faze vyse). Trvani této faze ohranicuji Nakajima et al. (1998) dny
P13 az P21. Schapiro et al. (1970) udavaji P15 ¢i 16 az P21 &i 22. Bekoff a Trainer

(1979) zminuji pouze zacatek treti faze v rozmezi P16 az P18.

Pfechod mezi druhou a tfeti vyvojovou fazi probiha postupné. V P13 zvifata
pfi plavani pouzivaji stale koordinované vSechny ctyfi kon€etiny, nicméné pohyb PKK
probiha jiz pouze v jejich distalnich Castech. Kromé popsané zmény plovacich
pohybu se méni také vychozi pozice koncetin vic&i trupu — z pozice mirné abdukce
v kofenovych kloubech jsou koncCetiny pfitazeny tak, ze sméfuji rovhobézné pod trup

zvirete; plovaci pohyby tak nyni probihaji v sagitalni roviné (Nakajima et al., 1998).

Od P15 az P16 se pohyby PKK stavaji nepravidelnymi, ¢innost PKK postupné
ustava. Mladata stale pomérné Casto vyuzivaji jejich pohyby pro nékolik uvodnich
zabéru, po nichz vSak PKK uvedou do polohy charakteristické pro dospély vzor a
jako zdroj pohybu vpred nasledné vyuzivaji aktivitu ZKK (Schapiro et al., 1970;
Bekoff, Trainer, 1979).

Dnem P21 i P22 plovaci pohyby PKK ustavaji, respektive vyskytuji se pouze
sporadické pohyby distalnich cCasti koncetin, prfevazné jsou vSak PKK drzeny
nehybné v extenzi. Dospély vzor plavani je plné vyvinut (Schapiro et al., 1970;
Nakajima et al., 1998).

V souhrnu je treti faze vyvoje plavani charakterizovana pfechodem od
juvenilniho k dospélému vzoru plavani, vyznacujicim se zejména vymizenim
plovacich pohybl PKK. Dochazi také ke zméné vychozi polohy vSech koncetin vuci
trupu. Tato faze probiha od pfelomu druhého a tfetiho postnatalniho tydne do P21.

Vyvoj plavani je pfechodem k dospélému vzoru dokoncen.

1.3.4 Vyvoj plavani u potkana — kvantitativni hodnoceni

Cast praci vénovanych vyvoji plavani u potkanG nabizi kromé& popisu
kvalitativnich zmén plavani také analyzu nékterych jeho kvantitativnich znakd. Tak

napfiklad Bekoff a Trainer (1979) zjistili, Ze doba trvani plovaciho cyklu jedné
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koncetiny, tedy Cas od zapocCeti zabéru koncCetiny do zapoceti nasledujiciho zabéru
téZze koncetiny, se s vékem zkracuje. To ve své praci potvrdili i Cazalets et al. (1990),

ktefi dale zjistili, ze s vékem se také snizZuje variabilita doby trvani jednotlivych

Frekvence plovacich pohybu jedné koncetiny, ktera je pfevracenou hodnotou
doby trvani plovaciho cyklu, se b&éhem vyvoje zvySuje (Bekoff a Trainer, 1979); pro
LZK z hodnoty 0,6+0,2Hz v PO na 4,6+0,1Hz v P21 (Nakajima et al., 1998). Zatimco
u ZKK se frekvence pohybl zvySuje v prubéhu celého vyvoje plavani, u PKK pouze

do doby, nez jejich pohyby zacdinaji v prubéhu treti vyvojové faze ustavat.

Stejné jako doba trvani plovaciho cyklu se béhem vyvoje zkracuje také
latence, coZ je Cas od zapocCeti zabéru jedné koncCetiny do zapoceti zabéru druhé
(homolateralni €i kontralaterani) koncetiny (Bekoff a Trainer, 1979). Latence i trvani
plovaciho cyklu se béhem vyvoje zkracuji pfiblizné o polovinu (Bekoff a Trainer,
1979; Cazalets et al., 1990).

Vzajemnou koordinaci koncetin Ize kromé slovniho popisu hodnotit také
pomoci veli€iny faze, ktera se vypocita jako pomér latence koncetiny A a B ku dobé
trvani plovaciho cyklu koncetiny B (Bekoff a Trainer, 1979). Hodnota faze 0,5 tedy
odpovida situaci, kdy koncetina B zahajuje fazi zabéru v okamziku, kdy koncetina A
zahajuje fazi zpétného pohybu, a naopak. Faze o velikosti pfiblizné 0,5 se objevuje
jiz u mladat v P1 (Bekoff a Trainer, 1979). Cazalets et al. (1990) uvadi, ze zatimco
hodnota faze pro ZKK se v pribéhu vyvoje stava méné variabilni, tj. |lze pozorovat
PKK zustava hodnota faze variabilni po celou dobu, kdy se PKK ucastni plovacich

pohybu.

Kromé d&asovych parametrld plavani byly zkoumany i parametry délkové,
prikladem je mérfeni rozsahu plovacich pohybu koncetin autory Nakajima et al.
(1998). Dle jejich zjisténi se rozsah pohybl s vékem zvysuje, napf. v PO je maximalni
exkurze PKK pfiblizné 25mm, v P13 pfiblizné 40mm pro PKK i ZKK, v P21 pfiblizné
55mm pro ZKK.

Méfeni hodnot uvedenych kvantitativnich znakd plavani lze provést

z videonahravek, jak ucinili Bekoff a Trainer (1979) a Nakajima et al. (1998), nebo
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také z elektromyografickych zaznamu konc&etinovych svalu, jak popsali Cazalets et al.
(1990).

1.4 GABAB receptory a latky na né pusobici

1.4.1 GABAB receptory

GABA receptory jsou receptory pro kyselinu y-aminomaselnou (GABA), hlavni
inhibiéni neurotransmiter v sav€im mozku. Existuji dvé hlavni tfidy GABA receptort:
(1) ionotropni GABAA receptory a (2) metabotropni GABAB receptory, sprazené s G-
proteinem (Ludllmann et al.,, 2007). Popsana byla i tfida ionotropnich GABAC
receptor0 (Johnston, 1996). GABAA receptory se nachazeji hlavné v
postsynaptickych membranach GABAergnich synapsi. GABAB receptory nalézame
jak presynapticky, tak i postsynapticky, nékdy ve stejné lokalizaci jako GABAA
receptory (Waxham, 2008). GABAB receptory se vyskytuji nejen v CNS, ale také

v perifernich autonomnich nervech (Bowery et al., 1981).

Aktivace postsynaptického GABAB receptoru zpusobuje charakteristickou
pomalou hyperpolarizaci (pomaly inhibi¢ni postsynapticky potencial) zvySenim
vodivosti postsynaptické membrany pro K' (Silbernagl, Despopoulos, 2004;
Waxham, 2008). Presynaptické GABAB receptory funguji jako autoreceptory
GABAergnich neurond, pfes néz je regulovano uvolfiovani GABA. GABA uvolnéna
do synaptické Stérbiny presynaptickym GABAergnim neuronem se navaze na
autoreceptory tohoto neuronu, coz zpusobi snizeni dalSiho uvolfiovani GABA

z presynaptického neuronu (Sperk et al., 2004).

Dalsi moznosti vyskytu je GABAB receptor jako receptor heterosynapticky,
nachazejici se na presynaptickych zakoncenich glutamatergnich neuron(, jehoz
aktivace potlaCuje uvolhovani excitacniho neurotransmiteru glutamatu (Pinard et al.,
2010).

V zavislosti na lokalizaci GABAB receptoru mize mit jeho aktivace excitaCni
nebo inhibi¢ni ucinek na synapticky pfenos. GABAB receptory hraji zfejmé roli v
etiologii nékterych psychiatrickych poruch, jsou proto povazovany za atraktivni cile
pro nové vyvijené léky (Pinard et al., 2010). Bylo prokazano, Ze agonist¢ GABAB

receptorl plsobi v organismu analgeticky a snizuji bazeni pfi zavislosti na kokainu.
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Antagonisté GABAB receptoru, dle vysledku preklinickych studii, mohou zlepSovat
vykon v kognitivnich Cinnostech a maji antidepresivni a antiepilepticky potencial

u zachvatu epileptickych absenci (Bowery, Enna, 2000).

Ze vSech téchto davodu jsou v souCasné dobé GABAB receptory a latky je

ovliviujici pfedmétem vyzkumu v riiznych odvétvich neurovéd.

1.4.2 CGP 46381

CGP 46381 (3-aminopropyl-(cyclohexylmethyl)phosphinic acid) je ligand
pusobici jako antagonista GABAB receptorl. Je to latka experimentalni, v klinice se
nepouziva. V této studii byl pouZit jako latka, kterd ma opacny ucinek na GABAB
receptory nez baklofen a muze branit fyziologickému vyuziti téchto receptoru

v Casném stadiu vyvoje. Chemicka struktura CGP 46381 je znazornéna na Obrazku

1.
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Obrazek 1. Struktura CGP 46381 (prevzato z IUPHAR [online])

1.4.3 Baklofen

Baklofen (4-amino-3-(4-chlorophenyl) butanoic acid) je derivat kyseliny y-
aminomaselné. Na GABAB receptorech pusobi jako agonista GABA (Sliva, Votava,
2010), GABAA ani GABAC receptory neaktivuje (Hill, Bowery, 1981; Johnston,
1996). Chemicka struktura aktivniho izomeru (R)-baklofenu je znazornéna na

obrazku 2.

Klinicky se pouziva v IéCbé spastickych stavu jako centralni myorelaxancium,
kdy pusobi na urovni patefni michy (Lullmann et al., 2007; Sliva, Votava, 2010).
Zaroven vSak mUze pfi terapeutickém uzivani plsobit i na receptory v mozku, coz se
projevuje jako nezadouci ucinky léku, jako napf. sedace a somnolence, u
epileptickych pacientl snizeni konvulzivniho prahu a konvulze (Rush, Gibberd, 1990;
SUKL [online]).
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V preklinickém vyzkumu zlstava baklofen nejpouzivanéjSim agonistou pro
aktivaci GABAB receptort (Waxham, 2008). V na$i studii byl baklofen pouzit jako
modelova latka ovliviiujici motoriku nejen u dospélych, ale i nezralych laboratornich
zvifat. Podani v ¢asné fazi postnatalniho vyvoje potkand muze zménit dalSi

dozravani inhibi¢niho systému vyuzivajiciho GABAB receptory.

O

L,

Obrazek 2. Struktura (R)-baklofenu, aktivniho izomeru baklofenu (pfevzato z Martin, Dunn,

2002)

Hsz.r
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2 CILE A HYPOTEZY

Hlavni cile
Hlavni cile prace jsou:
1) navrhnout protokol pro testovani prabéhu vyvoje plavani u laboratorniho potkana;

2) stanovit vyvojové zmény v plavani laboratorniho potkana na zakladé (1) poznatku
ziskanych reSersi odborné literatury a (2) vlastniho pozorovani skupiny mladat, a
srovnat vysledky reSerSe s vysledky vlastniho pozorovani, dale stanovit moznosti
vyuziti vyvojovych zmén plavani jako kvantifikovatelnych ukazatell motorického
vyvoje;

3) pomoci nami navrzeného protokolu zjistit vliv latek pulsobicich na GABAB
receptory (antagonisty CGP 46381 a agonisty baklofenu) na plavani jako komplexni

motoricky déj u mladat laboratorniho potkana.

Hypotézy
Hypotéza 1

Ho: Vyvoj plavani mladat po aplikaci CGP 46381 se ve srovnani s vyvojem plavani

kontrolni skupiny mladat signifikantné nelisi.

Ha: Vyvoj plavani mladat po aplikaci CGP 46381 se ve srovnani s kontrolni skupinou

signifikantné liSi nejméné v jednom popisném znaku.

Hypotéza 2

Ho: Vyvoj plavani mladat po aplikaci baklofenu se ve srovnani s vyvojem plavani

kontrolni skupiny mladat signifikantné nelisi.

Ha: Vyvoj mladat po aplikaci baklofenu se ve srovnani s kontrolni skupinou

signifikantné liSi nejméné v jednom popisném znaku.
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3 METODIKA

Vypracovani této diplomové prace probihalo ve dvou fazich. Prvni faze byla
fazi reSersni, pfi niz jsme shromazdili poznatky o vyvoji plavani potkanu dostupné
v odborné literatufe. Druha faze pak byla fazi vyzkumnou, kdy jsme experimentalné
oveéfili vyvojové zmény v plavani popisované v literatufe, a dale zjiStovali vliv latek
pusobicich na GABAB receptory na plavani mladat potkana. Vyzkumna &ast prace
byla soucasti projektu GAUK ¢. 92310 ,Vliv agonistl GABAA a GABAB na anxietu,

motoriku a chovani mladat laboratornich potkana®.

3.1 Metodika resersni ¢asti prace

Provedli jsme reSerSi odborné literatury zabyvajici se vyvojem plavani u
mladat laboratorniho potkana. Poznatky o vyvojovych zménach plavani, ziskané

reSersi, jsme zaradili do kapitoly 1.3 této prace.

Predmétem reSerSe byly zejména puavodni experimentalni prace (research
reports). Syntézou informaci o materialech a metodach pouzitych v téchto pracich
jsme ziskali podklady pro vytvoreni vlastniho protokolu pro testovani priibéhu vyvoje
plavani u laboratorniho potkana. Vystupy reSerSe byly pfi tvorbé protokolu dale
doplnény o vystupy vlastnich pokusu, jejichz metodiku uvadime v nasledujici

kapitole.

Zakladem pro sestaveni hodnoticiho formulafe plavani, ktery tvofi soucast
naseho protokolu, byl formulaf navrzeny RNDr. Annou Mikuleckou, PhD., pasobici ve

Fyziologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.

3.2 Metodika vyzkumné ¢asti prace

Vyzkum vyvoje plavani u laboratorniho potkana byl proveden na celkem 82
mladatech outbredniho kmene Wistar, ve véku P5 az P32, pochazejicich z chovu
AVCR.

Z 82 mladat jsme 32 jedincl pouzili pro pfedbézné testovani a 50 mladat

zafadili do dvou riznych experimenta.
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Predbézné testovani mélo za cil zisk praktickych zkuSenosti s testovanim
plavani potkand, nutnych pro dal$i vyzkumnou praci. Testovani probé&hlo na samcich
ve véku P8 az P18.

Prvni experiment byl proveden na souboru 20 mladat ve véku P5 az P21 (dale
Soubor 1), pochazejicich ze dvou vrhu. V kazdém vrhu bylo po 5 samicich a 5

samcich. Cilem prvniho experimentu byla objektivizace vyvojovych zmén plavani.

Druhy, kontrolovany experiment byl proveden na souboru 30 samcl ve véku
P5 az P32 (dale Soubor 2), pochazejicich ze tfi vrhi. Soubor 2 byl rozdélen na ffi
skupiny: (1) skupinu 10 mladat, kterym byl aplikovan antagonista GABAB receptoru
CGP 46381 (dale Skupina CGP), (2) skupinu 10 mladat, kterym byl aplikovan
agonista GABAB receptort baklofen (dale Skupina Bac) a (3) kontrolni skupinu 10
mladat, kterym byl aplikovan fyziologicky roztok. Mladata byla do skupin rozdélena
tak, ze v kazdém ze tfi vrhu byly zastoupeny vSechny tfi uvedené skupiny. Mladata

ze Souboru 2 byla oznacena, aby nedoslo k zaméné zvirat z riznych vrhi &i skupin.

Zvifata byla v prdb&hu vyzkumu umisténa ve zvéfinci ve standardni kleci spolu
s matkou a sourozenci z vrhu (mladata ve véku P21 a mlads$i), nebo pouze se
sourozenci (starSi P21), v mistnosti o teploté 24+1°C a relativni vlhkosti 60+5%, s
rezimem stfidani tmy a svétla po 12 hodinach. Potravu méla k dispozici ad libitum,

S vyjimkou doby testovani.

Pokusy byly projektovany v souladu se zakonem ¢&. 246/1992 Sb., na ochranu
zvirat proti tyrani, a jejich projekt schvalen odbornou komisi Fyziologického ustavu
AV CR.

3.2.1 Aplikace latek

Mladatiim ze Skupiny CGP jsme kazdy den v rozmezi P7 az P11, tedy celkem
pétkrat, podali intraperitonealné CGP 46381 v davce 3 mg/kg.

Stejné schéma aplikace jsme pouZzili u Skupiny Bac pro baklofen (Bac)
v davce 3 mg/kg a u kontrolni skupiny pro fyziologicky roztok v objemu 1 ml/kg,
odpovidajicim objemu, ve kterém byla rozpusténa davka CGP i Bac. Obé pouzité

latky jsou rozpustné ve vodé.

28



3.2.2 Plavani

Plavani Souboru 1 probihalo v dny P5, P7, P9, P12, P15, P18 a P21, plavani
Souboru 2 vdny P12, P15, P18, P21, P25 a P32, vzdy v pfiblizné stejnou denni
dobu. Kazdé mladé bylo testovano v kazdy z uvedenych dnu, pfislusnych pro dany
soubor.

Na dobu testovani byla mladata odebrana matce a umisténa do pfenosné
klece. Plavani probihalo v laboratofi s ttumenym umélym osvétlenim. Pfenosna klec
zde byla umisténa na elektricky vytapénou podlozku pro zajisténi tepelného komfortu

mladat.

Pro testovani jsme pouzivali dvé nadrze zhotovené na zakazku z prihledného
plastu, mensi o rozmérech 35x10x20cm (Sifka x hloubka x vyska) a vétsi o
rozmérech 50x15x30cm. Zadni strana obou nadrzi byla z vnéjSi strany pokryta
cernou papirovou tapetou. Nadrz jsme naplnili vodou o teploté 24+1°C do takové

hloubky, aby mladata nedosahla na dno.

Mladé jsme umistili do nadrZze s vodou a ponechali ho zde po dobu 2 minut
(Soubor 2) ¢&i nékolika vtefin (méné nez 60s; Soubor 1). Plavani zvifete bylo snimano

videokamerou, umisténou pfed nezakrytou delSi sténou nadrze.

Po uplynuti ¢asu testovani bylo mladé z nadrze vyjmuto, osu$eno pomoci
papirového ru¢niku a navraceno do pfenosné klece. Po skonceni testovani vSech
mladat z jednoho vrhu byla tato zvifata spoleéné premisténa z pfenosné klece zpét

do zveéfince k matce.
Testovani i nasledné hodnoceni videozaznamu provadéla vzdy stejna osoba.

Pfed vlastnim plavanim jsme u kazdého zvifete zaznamenali, zda jsou jeho
oCni Stérbiny zaviené Ci oteviené; mladata ze Souboru 2 jsme navic kazdy den

testovani vazili (kromé P21).

3.2.3 Hodnoceni videozaznam, sbér dat

Videozaznamy jsme digitalizovali v programu Vision Brain Application (© AV
CR) a posléze vyhodnocovali v programu KMPlayer (© KMP Media).

Zaznamy Souboru 1 byly hodnoceny v celé délce, u zaznamu Souboru 2 jsme

se zaméfili pouze na prvni minutu zaznamu kazdého zvifete z daného dne.
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Hodnocena byla pfitomnost &i nepfitomnost pfedem zvolenych vyvojovych znaku

plavani, kterymi byly: potopeni, pozice €enichu, splyvani a plovaci pohyby koncetin.
Jako potopeni bylo hodnoceno, pokud mladé kleslo ke dnu nadrze.

Pozice &enichu byla hodnocena na modifikované verzi Skaly predstavené
autory Schapiro, Salas a Vukovich (1970; Obrazek 3). Pozice 0 oznacuje situaci, kdy
je cela hlava zvifete ponofena pod vodou a hlava flektovana tak, Ze €enich sméfuje
Sikmo ke dnu nadrze. V pozici 1 je ¢enich drzen tésné pod vodni hladinou, hlava je
stale kompletné ponofena, zvife neni schopno pfi plavani dychat. V pozici 3 jsou
Cenich a ¢ast hlavy drzeny nad vodni hladinou (ocni Stérbina a ¢ast usniho boltce se
pfi boCnim pohledu promitaji nad hladinu). V pfipadé, Ze zvifata béhem plavani
v ramci jediného dne vystfidala vice uvedenych pozice, zaznamenali jsme kazdou

pozici, kterou jsme u zvifete pozorovali.

NS

Obrazek 3. Skala pro hodnoceni pozice éenichu (pfevzato z Schapiro, Salas a Vukovich, 1970)

Jako plovaci pohyby koncetin jsme oznacili vSechny pohyby koncetin potkana
umisténého do vody, pfi nichZ nedochazelo ke kontaktu zadné koncetiny se sténou
nadrze. Ugelem takovéto definice bylo vylougit z hodnoceni pohyby kondetin pfi
pokusech o Splhani po sténé nadrze ¢i zachyceni se za ni, nebot’ takovyto motoricky
projev nelze povazovat za plavani. U plovacich pohybd konc&etin jsme dale rozliSovali
pohyby v8ech ¢&tyf koncCetin a pohyby pouze ZKK (odpovidajici dospélému vzoru

plavani).

Za splyvani jsme povazovali uplnou absenci plovacich pohybu koncetin pfi
vznaseni se mladéte na hladiné. Koncetiny zvifete musely volné spocCivat ve vodé

(Obrazek 4), mladé se nesmélo pfidrzovat stény nadrze (Obrazek 5).

Vyhodnocenim zaznamu jsme ziskali nominalni data (znak pfitomen/ znak

nepritomen).
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Obrazek 4. Splyvani — konéetiny spodivaji volné ve vodé (osmnactidenni mladé)

Obrazek 5. Pawing — mladé se prednimi konéetinami pfridrzuje stény nadrze (pétadvacetidenni
mladé)

3.2.4 Statisticka analyza dat

Data Souboru 2 byla podrobena statistické analyze. Soubor 2 pfedstavoval
pro ucely této analyzy dvé dvojice nezavislych vybérd, analyzované zvlast (Skupina
CGP — kontrolni skupina a Skupina Bac — kontrolni skupina). Cetnost vyskytu
jednotlivych vyvojovych znakl plavani byla testovana chi kvadrat testem 2x2.

Hypotézy chi kvadrat testd 2x2 byly nasleduijici:

H1lo: Vyvojovy znak se ve Skupiné CGP a v kontrolni skupiné vyskytuje se stejnou

Cetnosti.

H1a: Vyvojovy znak se ve Skupiné CGP a v kontrolni skupiné vyskytuje s riznou
Cetnosti.

H2o: Vyvojovy znak se ve Skupiné Bac a v kontrolni skupiné vyskytuje se stejnou

Cetnosti.

H2a: Vyvojovy znak se ve Skupiné CGP a v kontrolni skupiné vyskytuje s riznou
Cetnosti.

Hladina vyznamnosti byla stanovena na 5% (P<0,05).
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4 VYSLEDKY

Nejprve popiSeme vysledky experimentalni ¢asti prace a nasledné uvedeme
navrh protokolu pro testovani vyvoje plavani, ktery je syntézou vysledku reSersni a

experimentalni casti prace.

4.1 Vyvojové zmény plavani potkana - Souboru 1

4.1.1 Plavani pétidennich mlad’at

Plavani nejmladSich, tj. pétidennich mladat Souboru 1 bylo charakterizovano
pozici Cenichu 0, kterou jsme pozorovali u 18 z 20 mladat. U vétSiny zvifat (16 z 20)
jsme zaznamenali rovnéz pozici ¢enichu 1, a to jak kratkodobé u mladat, ktera jinak
drzela Cenich v pozici 0, tak i po celou dobu plavani (2 zvifata). Zbyla 4 mladata

drzela Cenich trvale v pozici O.

Mladata byla schopna provadét plovaci pohyby vS8ech C¢&tyf koncetin,
s vyjimkou 2 mladat, u kterych se souCasné pohybovaly nejvyse tfi koncetiny (obé

PKK a jedna zadni koncetina).

Splyvani se objevilo u 11 jedincu, nalezli jsme statisticky vyznamny (P<0,05)
rozdil Cetnosti vyskytu mezi pohlavimi — vyskyt pouze u 3 samic ve srovnani s 8
samci. Toto byl jediny vyznamny rozdil mezi samci a samicemi, ktery jsme v tomto

experimentu nalezli.

Potopeni bylo pozorovano u 7 mladat, u vSech k potopeni doSlo navzdory
plovacim pohybdm koncetin, tj. mladata nikdy nezacala klesat ke dnu béhem
splyvani. Potopeni jsme zaznamenali pouze v této vékoveé skupiné, u starSich zvifat

se jiz nevyskytlo.

4.1.2 Vyvoj plavani v obdobi P5 az P21

Vyvoj plavani jsme znazornili v Tabulce 2 pomoci ¢etnosti vyskytu jednotlivych
vyvojovych znaku v riznych vékovych kategoriich potkanu.

Zmény pozice Cenichu, odrazejici vyvoj polohy hlavy pfi plavani, probihaly u
mladat v obdobi P5 az P12. Poloha hlavy u pétidennich mladat byla popsana vyse,

dalsi vyvoj tohoto znaku ilustruje Tabulka 1.
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V P7 jsme zaznamenali pfevaZzujici vyskyt pozice €enichu 1 (19 mladat), u 7
z téchto mladat se kromé pozice 1 vyskytovala také pozice 0. Jedno mladé plavalo

celou dobu testovani s ¢enichem v pozici O.

Vék | Pozice ¢enichu
0 1 3

P5 181 16 0

P7 7 20 0

P9 2| 20 0

P12 0 2 20

Tabulka 1. Cetnost vyskytu pozice &enichu 0, 1 a 3, jak byla zaznamenana v dny P5, P7, P9 a
P12. Cislo udava, u kolika z celkem 20 mlad’at Souboru 1 byl v dany den pozorovan vyskyt
dané pozice. V kazdé vékové skupiné vystridala néktera mladata béhem testovani vice nez
jednu pozici ¢enichu, soucet cetnosti vyskytu je proto pro kazdy radek tabulky vyssi nez je
pocet mlad’at Souboru 1

VSechna devitidenni mladata plavala s ¢enichem v pozici 1, pouze 2 z nich

zménila v pribéhu testovani tuto pozici na pozici 0.

V den P9 bylo jiz vSech 20 zvifat schopno zaujmout pozici 3, a tedy plavat
efektivné. Vétsina zvifat (18) tuto pozici drZzela po celou dobu plavani, pouze ve 2
pfipadech se v urCitém useku testovani objevila pozice 1. Pozici 0 jsme jiz

nepozorovali u Zadného zvirete.

Pocinaje dnem P15 drzela vSechna mladata pfi plavani Cenich stabilné po

celou dobu testovani v pozici 3; tyto vékové kategorie proto v Tabulce 1 opomijime.

Vzorec aktivity koncetin pfi plavani se v prubéhu naseho pokusu (ij. u mladat
do P21 v&etné&) zasadné nezménil. Jak bylo fe€eno vySe, jiz pétidenni mladata byla
schopna provadét plovaci pohyby vSech Ctyf koncetin. Aktivita vSech Ctyf koncetin
byla dale pfitomna u vSech mladat v kazdy den testovani. Podoba plovacich pohyb
konCetin se v8ak s vékem ménila. V P5 a P7 byl rozsah (draha) pohybu PKK vétsi
nez ZKK a pohyby PKK pulsobily vice razantné. V P12 a P15 nebyly tyto rozdily jiz
patrné. V P18 a P21 se naopak staly razantnéjSimi pohyby ZKK, které se také
pohybovaly po delSi draze; drzeni PKK odpovidalo poloze PKK charakteristické
pro dospély vzor plavani, nicméné PKK se ztéto polohy stfidavé rytmicky
pohybovaly smérem kaudalné. PIné vyvinuty dospély vzor plavani jsme zaznamenali
az u mladat pétadvacetidennich v pokusu na Souboru 2.
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Vyvojovy znak

potopeni | pozice pozice pozice splyvani | pohyby pohyby
¢enichu 0 | ¢enichu 1 | ¢enichu 3 vsech 4 pouze
koncetin

Vék

P5
P7
P9
P12
P15
P18
P21

Tabulka 2. Znazornéni vyvoje plavani mezi dny P5 a P21 pomoci cetnosti vyskytu sady
vyvojovych znaku v jednotlivych dnech. Bila barva pole znaci absolutni nepfitomnost daného
vyvojového znaku v daném dni, svétle zelena barva vyskyt znaku u 1 az 9 mlad’at, tmavé zelena
barva vyskyt u 10 a vice mlad’at. Maximalni ¢etnost vyskytu znaku v jednom testovacim dni
byla 20, tzn. vyskyt u vSech mlad’at Souboru 1

Splyvani se vyskytlo v kazdy den testovani vzdy alespon u jednoho mladéte.
Nejvy$si Setnost vyskytu (11/20) jsme zaznamenali u pétidennich mladat. Cetnost

vyskytu v ostatnich vékovych kategoriich jiz nepfesahla Cislo 6, jak ukazuje graf na

obrazku 6.
25
20
15 9
14 14
17 17
10 19 19
5 11
6 6
0 3 1 1 3
P5 P7 PS P12 P15 P18 P21
Splyvaniano Splyvanine

Obrazek 6. Vyskyt splyvani v jednotlivych testovacich dnech. Poéet mlad’at, u kterych bylo
splyvani v dany den pfitomno, je uveden ve spodni, zelené éasti sloupce, pocet mlad’at, ktera
v dany den pfi plavani nesplyvala, v horni, zluté ¢€asti sloupce. Soucet Eetnosti v kazdém

sloupci odpovida poétu zvirat v Souboru 1, tj. €islu 20
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4.2 Vliv latek pusobicich na GABAB receptory na vyvoj plavani -
Soubor 2

4.2.1 Vliv CGP 46381 na plavani mlad’at potkana

V plavani mladat Skupiny CGP, hodnoceném pomoci zvolené série
vyvojovych znakul, jsme neshledali zasadni rozdily oproti plavani kontrolni skupiny.
Nékteré vyvojové znaky jsme béhem pokusu nezaznamenali u Zzadného
z testovanych zvifat. Jednalo se o potopeni, pozici ¢enichu 0 a pozici ¢enichu 1.
Uvedené znaky byly nepfitomné v obou porovnavanych skupinach, nelze z nich tedy

usuzovat na odliSnosti motorického projevu plavani mezi porovnavanymi skupinami.

Pozici ¢enichu 3 jsme naopak pozorovali u v8ech jedinci obou skupin po
vSechny dny testovani, v tomto znaku se tedy plavani Skupiny CGP a kontrol neliSilo.
Obdobné vsechna mladata ve véku P12 az P21 vCetné vykazovala plovaci pohyby
vSech Ctyf koncetin, dokud nedoslo k pfechodu na dospély vzor plavani tak, ze ve
dny P25 a P32 jiz vSechna mladata shodné pouZzivala pro plavani pouze ZKK. Rozdil
v aktivité koncetin byl tedy pozorovan mezi rdznymi vékovymi skupinami mladat,

nikoliv mezi Skupinou CGP a skupinou kontrolni.

12
10
10 9
8
8 7 7
6 6 6
6 5 55 5
4 4 4 4 4
4 3
2 2
2 1 . 11
0]
0 ]
P12 P15 P18 P21 P25 P32
M Kontroly - splyvaniano B CGP - splyvaniano
Kontroly - splyvanine CGP - splyvanine

Obrazek 7. Cetnost vyskytu splyvani ve Skupiné CGP (v legendé grafu jako CGP) a kontrolni

skupiné (v legendé grafu jako Kontroly), jak byla zaznamenana v jednotlivé dny testovani
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Jedinym znakem plavani, ktery vykazoval odliSnou cCetnost v obou
porovnavanych skupinach, bylo splyvani. Jak je patrné z grafu na Obrazku 7, ¢etnost
vyskytu splyvani se liSila nejen mezi Skupinou CGP a kontrolni skupinou, ale v obou
skupinach také mezi jednotlivymi testovacimi dny navzajem. Statistické analyze

rozdilt Cetnosti splyvani se vénujeme v kapitole 4.2.3.

4.2.2 Vliv baklofenu na plavani mlad’at potkana

V plavani mladat Skupiny Bac nebyly shledany zasadni odliSnosti ve srovnani
s plavanim kontrol. Ze sledovanych vyvojovych znaku plavani pouze splyvani
vykazovalo odliSnou €etnost vyskytu v obou porovnavanych skupinach, kromé dn
P15 a P18, kdy byla Cetnost v obou skupinach stejna. Konkrétni hodnoty Cetnosti
splyvani ve Skupiné Bac a v kontrolni skupiné v jednotlivych dnech pokusu Ize vycist

z grafu na Obrazku 8.

12
1010 10
10 9
8 8
8 7
6 66 6
6 5 5
4 4 4 4
4 3
2 2
2 1
a0 0]
0]
P12 P15 P18 P21 P25 P32
M Kontroly - splyvaniano M Bac - splyvaniano
Kontroly - splyvanine Bac - splyvanine

Obrazek 8. Cetnost vyskytu splyvani ve Skupiné Bac (v legendé grafu jako Bac) a kontrolni

skupiné (v legendé grafu jako Kontroly), jak byla zaznamenana v jednotlivé dny testovani

Pfi testovani plavani Souboru 2 jsme zaznamenali neoCekavany motoricky
projev mladat, kterym bylo potapéni. Stejné jako pfi potopeni, které se vyskytlo u
pétidennich mladat Souboru 1, klesala mladata pfi potapéni na dno nadrze. Zatimco
vSak pfi potopeni potkani klesali zadni polovinou téla napfed a dna se dotkli nejprve
ZKK, pfi potapéni smérovali ke dnu prfednimi kon¢etinami a pfedni polovinou téla.

Jak je patrné z obrazku 9, oCni Stérbiny potkana byly pfi potapéni zaviené, prestoze
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pfi samotném plavani zlstavaly oteviené. Domnivame se, Ze narozdil od potopeni
bylo potapéni provadéno zamérné, s cilem nalézt unikovou cestu z nadrze. Potapéni
jsme pozorovali pfi testovani Souboru 2 v P21, P25 a P32, u mladat ze vSech tfi
skupin souboru. Potapéni literatura pfi popisu plavani mladat potkana neuvadi, proto
jsme povazovali za dulezité tento jev zminit, pfestoze nepatfil mezi znaky sledované

v nasem experimentu.

Obrazek 9. Potapéni (dvaatricetidenni mladé)
4.2.3 Statisticka analyza dat, testovani hypotéz

Pro zjisténi platnosti stanovenych hypotéz (viz kapitola 2) jsme provedli
statistickou analyzu dat, ziskanych ze Souboru 2, pomoci chi-kvadrat testu 2x2.

Hypotézy chi-kvadrat testu 2x2 uvadime v kapitole 3.2.4.

Pro Skupinu CGP jsme testovali rozlozeni €etnosti vyskytu vyvojového znaku
splyvani ve Skupiné CGP a v kontrolni skupiné pro jednotlivé vékové skupiny mladat.
Hodnoty Cetnosti vyskytu splyvani jsme jiz uvedli vySe (viz Obrazek 7). Hodnoty
testové statistiky chi-kvadrat (X?) pro zji§téné etnosti uvadime v nasledujici tabulce
(Tabulka 3).

Vék mladat | X°

P12 0,06
P15 1,32
P18 0,01
P21 0,45
P25 0,03
P32 0,18

Tabulka 3. Statisticka analyza rozlozeni €etnosti splyvani ve Skupiné CGP a kontrolni skupiné -
hodnoty testové statistiky X* pro jednotlivé dny testovani. Hodnoty byly zaokrouhleny na dvé
desetinna mista
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Pro 1 stupen volnosti a hladinu vyznamnosti P<0,05 je kriticka hodnota testové
statistiky X? rovna 3,84. Z Tabulky 3 je zfejmé, Ze hodnota testové statistiky X?
nebyla pro Zadnou vékovou skupinu mladat vétSi nebo rovna hodnoté kriticke, proto
hypotézu H1, (Vyvojovy znak se ve Skupiné CGP a v kontrolni skupiné vyskytuje se

stejnou Cetnosti) nelze zamitnout.

Stejnou Cetnost vyskytu ostatnich hodnocenych vyvojovych znakd plavani

jsme jiz konstatovali v kapitole 4.2.1.

Z vySe uvedeného plyne, Ze plavani mladat Skupiny CGP a mladat kontrolni
skupiny bylo ve vSechny dny testovani charakterizovano stejnou Cetnosti vyskytu
sledovanych vyvojovych znaku, proto pro Hypotézu 1 plati nulova varianta Ho:

Vyvoj plavani mladat po aplikaci CGP 46381 se ve srovnani s vyvojem plavani

kontrolni skupiny mladat signifikantné nelisi.

Pro Skupinu Bac jsme testovali rovnéz rozlozeni Cetnosti vyvojového znaku
splyvani v této skupiné a ve skupiné kontrolni. Zbylé vyvojové znaky nebylo nutné
statisticky testovat, nebot cetnost jejich vyskytu byla v obou porovnavanych
skupinach stejna. Prehled Cetnosti vyskytu splyvani jsme uvedli v Obrazku 8. Pro
zjisténé Getnosti jsme vypoditali hodnoty testové statistiky chi-kvadrat (X?), které

uvadime v Tabulce 4.

Vék mladat | X

P12 0,20
P15 0,00
P18 0,00
P21 0,95
P25 1,05
P32 0,27

Tabulka 4. Statisticka analyza rozlozeni €etnosti splyvani ve Skupiné Bac a kontrolni skupiné -
hodnoty testové statistiky X° pro jednotlivé dny testovani. Hodnoty byly zaokrouhleny na dvé

desetinna mista

Z Tabulky 4 je patrné, Ze hodnota testové statistiky X nebyla pro Zadnou
vékovou skupinu vétsi nebo rovna kritické hodnoté 3,84 (pro 1 stupen volnosti a
hladinu vyznamnosti P<0,05), tudiZ nelze zamitnout hypotézu H2, (Vyvojovy znak se

ve Skupiné Bac a v kontrolni skupiné vyskytuje se stejnou Cetnosti).
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Na zakladé zjisténé stejné Cetnosti vyskytu sledovanych vyvojovych znaku
plavani ve vSechny dny testovani Ize povazovat pribéh vyvoje plavani Skupiny Bac
za stejny s vyvojem kontrolni skupiny, plati tedy nulova varianta Ho Hypotézy 2:

Vyvoj plavani mladat po aplikaci baklofenu se ve srovnani s vyvojem plavani

kontrolni skupiny mladat signifikantné nelisi.

4.3 Protokol pro testovani prubéhu vyvoje plavani u laboratorniho

potkana

Na zakladé reSerSe literatury a provedenych experimentl navrhujeme nize
uvedeny protokol pro testovani vyvoje plavani u mladat laboratorniho potkana.
Protokol se sklada z popisu materialt potfebnych pro testovani, postupu testovani a

formulafe pro zaznamenani hodnoceni plavani.

4.3.1 Materialy

K testovani pouzijeme nadrz zhotovenou z prihledného materialu o
rozmérech 50x15x30cm (d x h xv). Dale potfebujeme teplomér, stopky, akvarijni sitku

a techniku pro pofizeni a hodnoceni videozaznamu.

Zvifata v prubéhu pokusu ustajime v pfenosné kleci umisténé na ohfivaci

podlozZce pro zajisténi jejich tepelného komfortu.

4.3.2 Postup testovani

Nadrz naplnime vodou o teploté 24°C do takové vysky, aby zvifata nedosahla
Zadnou Casti téla na dno nadrze. Kolmo na del§i sténu nadrze umistime
videokameru tak, aby hladina vody nebyla snimana ani z nadhledu, ani z podhledu,

¢imz eliminujeme nezadouci odrazy na vodni hladiné.

Vlastni testovani zahajime umisténim mladéte do stfedu nadrze, ve které jej
poté ponechame po dobu jedné minuty, nebo do okamZziku, kdy klesne ke dnu
nadrze. Poté zvife vyjmeme z vody, osuSime a vratime zpét do pfenosné klece.

Pfipadné necistoty odstranime z nadrze pomoci akvarijni sitky.

Hodnoceni vyvojovych znaku plavani Ize provadét v prabéhu testovani, ¢i po
skon&eni testovani z videozaznamu. Seznam sledovanych vyvojovych znaku je
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soucasti hodnoticiho formulare (viz Obrazek 10), do néhoz zaznamename, zda byl

dany znak v plavani mladéte pfitomen ¢i nepfitomen. Pro popis jednotlivych

vyvojovych znakl odkazujeme na kapitolu 3.2.3 této prace.

Datum:

Vék mladat:

Vyvojovy znak plavani

Cislo mladéte

Poznamky
k pribéhu testovani
jednotlivych mladat

, éiizilccheu o plovaci pohyby koncetin
potopeni 1. splyvani VSechny 4 oz
koncetiny ZKK
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Poznamky
k pribéhu
pokusu

Obrazek 10. Formular pro hodnoceni plavani mlad’at laboratorniho potkana

Zpracovanim dat z hodnoticiho formulafe ziskame udaje o Cetnosti vyskytu

jednotlivych vyvojovych znaku plavani v dané vékové skupiné mladat. Porovnanim

Cetnosti znakl mezi rdznymi vékovymi skupinami ziskame obraz vyvoje plavani,

probihajiciho jako soucast celkového vyvoje mladat potkanu, v Case.
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5 DISKUSE

Vyvoj plavani - srovnani vysledkl reserSe s vysledky vlastniho

pozorovani

Poznatky o vyvoji plavani u laboratorniho potkana, ziskané literarni reSersi,
jsme oveéfili provedenim pokusu na Souboru 1. Ze tfi fazi vyvoje, popisovanych
v literatufe, jsme v naSem pokusu zaznamenali pfevazné fazi druhou a tfeti.
Primitivni vzor plavani, charakteristicky pro prvni vyvojovou fazi, jsme pozorovali u
dvou mladat nejmladsi skupiny (P5), ktera pfi plavani pouZzivala nejvySe tfi koncetiny,
z toho vzdy dvé pFedni. Toto minimalni zastoupeni projevu prvni faze vyvoje plavani
v souboru neni vzhledem k véku mladat v pokusu (5-21 dnu) pfili§ prekvapivé. Trvani
prvni faze v nejsirSim pojeti, charakterizované vyskytem plovacich pohybl méné nez
Ctyf koncetin, bylo v literatufe ohrani€eno dny PO az P9 (Bekoff, Trainer, 1979). Dalo
by se proto predpokladat, ze primitivni vzor plavani se v naSem pokusu objevi ve
skupinach P5, P7 a P9. Je nicméné tfeba brat v uvahu moznost rozdilné rychlosti
vyvoje u potkanl z rlznych kmenu (Long-Evans hooded v pokusu Bekoff a Trainer,
1979, Wistar v naSem pokusu), a predevSim velkou variabilita pribéhu vyvoje
obecné. Variabilitu ¢asového prubéhu vyvoje Ize demonstrovat na pfikladu otevieni
ocCnich Stérbin. Fyziologicky vék mladat, ve kterém se objevuje tento vyvojovy milnik,

je v literatufe uvadén v rozmezi 7 az 17 dnl véku (Heyser, 2003).

V pokusu na Souboru 1 jsme nezaznamenali vyvinuty dospély vzor plavani, a
to ani v P21, kdy by jiz teoreticky mél byt vyvinut plné (Nakajima et al., 1998;
Schapiro et al.,, 1970). Vysvétleni se nabizi stejné jako v prfedchozim odstavci.
O vyvinutém dospélém vzoru plavani ve cCtvrtém postnatalnim tydnu jsme se

presvédcili u mladat Souboru 2 pfi testovani v P25 a P32.

Splyvani, v literatufe zmifiované v souvislosti s plavanim potkand v prvnich
dnech jejich Zivota (Nakajima et al., 1998; Schapiro et al., 1970), jsme pozorovali ve
vSech vékovych skupinach. Domnivame se, Ze se ve vyvoji vyskytuji dva typy
splyvani. Prvnim je nepfitomnost plovacich pohybl v Case bezprostfedné
nasledujicim po vliozeni do vody, ktera se objevuje u velmi mladych mladat; toto
splyvani je zfejmé popisovano v citované literatufre a v naSem pokusu jsme jej

pozorovali téméf vyhradné u nejmladSich mladat v P5. Druhym typem je splyvani
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jako zpUsob Setfeni sil pfi nemoznosti uniknout z nadrze, at uz plavanim i
vySplhanim se po sténé. Takovéto splyvani se objevuje v pribéhu plavani po
pocatecCni aktivité mladéte; v naSem pokusu jsme jej zaznamenali ve vSech vékovych
skupinach kromé P5. Druhy typ splyvani je v literatufe popsan rovnéz, nebot tvofi
zaklad ,testu bezradnosti“ (,behavioural despair test‘) neboli ,testu nuceného
plavani“ (,forced swim test), vyuzivaného pro testovani ucinkd antidepresiv (Porsolt
et al., 1977).

Potopeni jsme pozorovali pouze u nejmladSich mladat (P5), pocinaje dnem P7
se jiz nevyskytlo. Literatura popisuje vyskyt potopeni v obdobi PO az P10 (Bekoff,
Trainer, 1979; Nakajima et al., 1998), Zzadna =z praci nicméné neuvadi, jak
frekventované bylo potopeni v jednotlivych vékovych kategoriich. V nasem pokusu
na Souboru 1 nebyla doba, kterou potkan pfi testovani stravi ve vodé, stanovena
pfedem. Takeé v literatufe, na kterou odkazujeme vysSe, nebyl Cas plavani jednotny,
autofi ani neuvadi, vjakém cCasovém odstupu od vioZeni mladéte do vody se
potopeni obvykle odehralo. Je proto mozné se domnivat, Ze v naSem pokusu by se
potopeni pfi delSim trvani testovani objevilo i ve vySSich vékovych kategoriich,
v ramci literaturou udavaného rozmezi. Zfejmé by se neobjevilo od P12 dale, nebot
k nému nedoSlo v Souboru 2 ani pfi plavani v délce dvé minuty, coz odpovida

nejdelSi dobé plavani v pokusu kolektivu Nakajima et al. (1998).

Vyvoj polohy hlavy probihal ve shodé s vyvojem popisovanym v literatufe.
V P5 byla hlava pfi plavani zcela ponofena pod vodou, vétSina mladat vSak byla
schopna drzet ¢enich po urcitou dobu tésné pod hladinou vody v pozici 1. V P7 a P9
byl €enich drZzen pfevazné v pozici 1. Bekoff a Trainer (1979) uvadi, Ze v jejich
pokusu drzZela zvifata ode dne P8 nebo P9 jiz Cenich nad vodou, v naSem pokusu
jsme vSak v P9 stale pozorovali bublinky unikajici z nozder mladat, svédcici o tom,
Ze byl €enich drzen pod urovni vodni hladiny. Ve shodé s praci Schapiro et al. (1970)
jsme pozici ¢enichu 3 (tedy efektivni plavani) zaznamenali u vSech potkan ode dne
P12 dale.

Zcela neCekanym projevem bylo potapéni, o kterém se nezminuje zadny ze
studovanych ¢&lanka. Potapéni se objevilo poprvé u jediného mladéte Souboru 2

vden P21 a nasledné vdny P25 a P32 vzdy u nékolika mladat. Vyvojové studie

v referenénich C&lancich konéi nejpozdéji dnem P22 ¢&i P23, tedy tésné po nami
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zaznamenaném veéku prvniho vyskytu potapéni. To muize byt ddvodem, proc

potapéni nebylo v zadné ze studii zaznamenano.

V souhrnu Ize Fici, Ze jsme se vlastnim pozorovanim pfesvédcili o proméné
pohybového obsahu plavani, ke které dochazi v pribéhu prvnich &tyf tydnu Zivota
mladat laboratorniho potkana. Proménu plavani lze sledovat na nékolika vyvojovych
znacich, které jsou dostatecné zfetelné a proménlivé na to, aby mohly byt pouzivany

jako ukazatele normalniho ¢i zménéného vyvoje plavani ve vyvojovych studiich.

Vliv latek pusobicich na GABAB receptory na vyvoj plavani

GABA receptory funguji odliSné ve zralé a nezralé CNS. Jak zjistili ve svém
experimentu Gaiarsa et al. (1995), zatimco ve zralé CNS ma aktivace GABAA
receptorl inhibi¢ni ucinek na Sifeni vzruchu, v mozku potkana v prvnim postnatalnim
tydnu zplsobuije jejich aktivace naopak depolarizaci a excitaci nezralych neurond. Ve
stejném obdobi je také slabé vyvinuta inhibice cestou postsynaptickych GABAB
receptord. Naproti tomu inhibice prostfednictvim presynaptickych GABAB
autoreceptorll je dobfe vyvinuta jiz pfi narozeni. GABAB autoreceptory tak v raném

obdobi postnatalniho vyvoje plini roli dalezitého inhibi¢niho systému.

Systém inhibice tak, jak funguje u dospélych potkanl, se u mladat zacina
vyvijet od druhého postnatalniho tydne. V tomto kritickém obdobi jsme mladatim
aplikovali latky plsobici na GABAB receptory, abychom Zzjistili, jaky vliv bude mit
zasah do pfirozeného vyvoje GABAB receptori na pozdéjSi motoricky vyvoj mladat.
V pokusu jsme pouzili antagonistu GABAB receptori CGP 46381 a agonistu
baklofen.

Vysledky pokusu ukazaly, Ze aplikace CGP 46381 ani aplikace baklofenu ve
dnech P7 az P11 neméla za nasledek zménu vyvoje plavani oproti vyvoji v kontrolni

skupiné.

V odborné literatufe jsme nenalezli dostatek zdroju, které by referovaly o
vysledcich podobnych experimentll a umoznovaly tak srovnani a diskusi vysledku
naseho pokusu. Jedinym nalezenym zaznamem je vysledek experimentu na mysich
autoru Ishige et al. (2001), ktefi zjistili, ze aplikace CGP 46381 v extrémné vysokeé
davce 60 mg/kg dvakrat denné po dobu péti dni neovlivnila normalni chovani zvirat.
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Z vysledkll pokusu na Souboru 2 nelze Cinit striktni zavéry o vlivu latek
pusobicich na GABAB receptory na plavani a motoricky vyvoj obecné, jsou v8ak
dobrym vychodiskem pro dalSi praci. Po provedeni pokusu na Souboru 2 Ize také
konstatovat, ze nami sestaveny protokol pro testovani motorického vyvoje pomoci
plavani je pouzitelny jak k testovani vyvoje mladat potkana vystavenych perinatalné

pusobeni rdznych inzultd, tak i k pokusum farmakologickym.

Vyuziti plavani ve vyvojovych studiich

Vyvojoveé studie se v biomedicinském vyzkumu provadi pro ozfejméni dopadu
vybrané skutecnosti, napf. genetické, environmentalni ¢i farmakologické intervence
(Heyser, 2003), na nezraly organismus a jeho vyvoj. V neurovédach se pozornost
soustfedi samozfejmé na vyvoj nervové soustavy. Protoze existuji vyznamné rozdily
v reaktivité a wvulnerabilité nezralé nervové soustavy ve srovnani s nervovou
soustavou zralou (Krinke, 2000), nelze poznatky o vlivu vybraného faktoru na
dospély organismus vzdy aplikovat na organismus nezraly, nybrz je nutné provést

zvlastni vyvojovou studii.

Vyvoj nezralé nervové soustavy lze hodnotit rlznymi metodami, napf.
anatomickymi a farmakologickymi, ale také prostym klinickym pozorovanim chovani
experimentalniho subjektu v ramci behavioralnich studii (Krinke, 2000). Jednim
z typu téchto studii jsou testy motorického chovani. Motorické chovani je velmi
komplexnim dé&jem, na kterém se podileji senzorické systémy, systém nervosvalovy
a CNS coby fidici centrum. Porucha fungovani kterékoliv z téchto slozek se projevuje
zménou motorického chovani experimentalniho subjektu (Krinke, 2000), na jejiz

odhaleni se zamé&fuji pravé motorické testy.

Podstatou behavioralniho (tedy i motorického) testovani je sledovani chovani
zvifete ve standardizovaném prostiedi testu (Krinke, 2000), jimz je v nami
navrzeném protokolu prostfedi vodni nadrze danych rozmért o dané teploté vody.
Chovani experimentalniho subjektu mlze byt kvantifikovano napfiklad tak, ze jsou,
bud po celou dobu testovani, nebo v pravidelnych intervalech, zaznamenavany
¢innosti, kterym se subjekt vénuje, pfipadné je méfena délka trvani jednotlivych
¢innosti  (Krinke, 2000). Pro nas protokol jsme zvolili kvantifikaci pomoci

kontinualniho sledovani chovani potkana se zaznamem vyskytu pfedem
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definovanych €innosti — znaku plavani. Vybér znakl vychazel z metodik ¢lank, které
jsme studovali vramci reSerSe, a znavrhu hodnoticiho formulafe RNDr. Anny
Mikulecké, PhD., ktera se vramci svého vyzkumného programu vénuje i vyvoji

behavioralnich testu.

Motivaci pro sestaveni protokolu pro testovani motorického vyvoje pomoci
plavani nam byly vyhody, které plavani nabizi oproti béZzné pouzivanym testum,
provadénym na sous$i (napf. pozorovani spontanni motorické aktivity v open field,
poprvé popsané Hall, 1934, a senzomotorické testy, navrzené autory Altman a
Sudarshan, 1975).

Prvni vyhodou vodniho prostfedi je silna motivace zvirat k motorické aktivité.
Umisténi zvifete do vody, na rozdil napfiklad od umisténi do open field arény,
prfedstavuje situaci ohroZujici zivot potkana, a tudiz silny stimul pro pohybovou

aktivitu.

Dalsi vyhodou, v literatufe €asto zmifiovanou, je nepfitomnost nékterych
prfekazek pohybu, které pfi testovani na sousi omezuji pohybovy projev miladat.
Témito prekazkami jsou pusobeni tihové sily (proti které ve vodé pusobi sila
vztlakova) a nutnost posturalniho zajisténi pohybu (Cazalets et al., 1990; Nakajima et
al., 1998). Tyto pfekazky omezuji lokomoci hlavné u velmi mladych zvifat. Zakladem
suchozemské lokomoce i plavani jsou rytmické pohyby koncCetin, generované
z centralnich generatord motorickych vzorci (Nishimaru, Kudo, 2000). Tyto
generatory pohybu jsou u potkant funkéni jiz pfi narozeni (Kudo, Yamada, 1987),
pfesto se u mladat v prvnich dnech po narozeni lokomoéni pohyby nevyskytuji
(Nakajima et al., 1998). Chuze se objevuje az od P12, kdy jsou jiz mladata schopna
zaujmout a zajistit vzpfimenou polohu na v8ech &tyfech koncetinach (Clarac et al.,
1998, Lelard et al. 2006). Nutnost vzpfimeni a posturalniho zajisténi vSak do znacné
miry odpada, umistime-li zvife do vodniho prostfedi, a tak je mozné ve vodé vyvolat
lokomo¢ni pohyby jiz ode dne narozeni mladéte (Cazalets et al., 1990; Nakajima et
al., 1998).

Posledni vyhodou, kterou zde zminime, je komplexni povaha plavani, které
v sobé integruje celou fadu jednotlivych reflexnich odpovédi. Tyto reflexy jsou
obvykle zkoumany izolované, tj. mimo ramec celkového motorického chovani

mladéte. Plavani ztohoto pohledu prezentuje komplexnéjSi model motorického
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chovani, sjehoz pomoci lze analyzovat stav vyvoje nervové soustavy zvifete
(Schapiro et al., 1970).

Plavani ma ale i své nevyhody. Lze se domnivat, Zze umisténi do vody
vyvolava u zvifete stresovou reakci, jejiz pochody mohou interagovat s faktorem,
ktery je predmétem zajmu daného vyzkumu, a podilet se tak na vysledném ovlivnéni
motorického chovani ve chvili, kdy je Zadouci, aby byla motoriky ovlivnéna pouze
pusobenim zvoleného faktoru (Morris, 1984). DalSi nevyhodou je subjektivita
hodnoceni chovani zvifete, dana osobou hodnotitele; ta je vS8ak obecnym rysem
vSech behavioralnich studii zaloZzenych na kvalitativni analyze chovani (Krinke,
2000). Subjektivitu hodnoceni Ize omezit pfesnym definovanim podoby sledovaného
chovani a tréninkem v interpretaci chovani, pfipadné také zavedenim nezavislého

hodnoceni vice hodnotiteli.

DalSi nevyhody testovani plavani jsou technického razu. Hodnoceni zaznamu
z pokusu je pomérné Casové narocné, predevsim ve srovnani s jinymi testy, které
umoznuji automatické hodnoceni pokusu softwarem, napf. testovani v open field
(Krinke, 2000; Morris, 1984). Pfi interpretaci vysledku pokusu nejsou pro plavani
k dispozici referenni meze, z nichz by bylo mozné jednoduse usuzovat na normalitu
¢i abnormalitu motorického vyvoje daného jedince. Tato skuteCnost v8ak pfi
vyvojovych studiich nepfedstavuje zasadni problém, nebot referencni udaje jsou pro

kazdy pokus ziskavany od kontrolni skupiny.

Plavani bylo doposud pro testovani motoriky potkant vyuzivano spise
ojedinéle, ovSem i z téchto ojedinélych pfipadul je patrna pestrost jevd, které Ize takto
zkoumat. Doposud se jednalo napfiklad o vyzkum vlivu hormona tyroxinu a kortizolu
na motoricky vyvoj (Schapiro et al., 1970), kineziologickou studii vyvoje koordinace
konCetin (Bekoff, Trainer, 1979), vyzkum vyvoje rytmické aktivity centralnich
generatord motorickych vzorcu (Cazalets et al., 1990) a vyzkum vlivu snizeného
mnozstvi serotoninu v CNS na motoricky vyvoj (Nakajima et al., 1998). Uvedené
studie probihaly kazda podle vlastni metodiky, jejimz zakladem bylo vzdy umisténi
zvifete do vodni nadrze a nasledné hodnoceni jeho plavani, nicméné parametry
testu, jako napfiklad teplota vody, velikost nadrze €i délka testovani, byly v kazdé
studii jiné. Metodika testovani motorického vyvoje pomoci plavani nebyla dosud

sjednocena, prestoZze nékteré parametry, zejména teplota vody, maji na motoricky
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projev potkanu znacny vliv (Wever, 1932), takZe jejich rozdilné nastaveni v ruznych

studiich téeméfr znemoznuje vzajemné porovnat vysledky.

Existuji testy zaloZzené na plavani, u kterych byla stanovena jednotna
metodika provadéni, napfiklad test nuceného plavani (viz vy$e) a Morrisovo vodni
bludisté (navrzeno Morrisem, 1984). Tyto testy vSak pouzivaji plavani pouze jako
.prostiednika“ pro zjisténi vlivu vybraného faktoru na projevy deprese (test nuceného
plavani) Ci prostorovou pamét a uceni (Morrisovo vodni bludisté), nehodnoti tedy

motoricky vyvoj.

Metodika testovani v nami navrzeném protokolu je pokusem o sjednoceni
parametrd testu pro budouci experimenty provadéné na pudé Fyziologického ustavu
AVCR. Nelze v8ak vyloudit, Ze pfi pouzivani protokolu vyvstane potfeba nékteré

parametry zménit (viz dale).

Vychodiska pro dalSi praci

V navaznosti na tuto praci bychom radi pokracovali ve vyvoji protokolu pro
testovani plavani mladat laboratorniho potkana provedenim dalSich studii. Vhodna
by byla napfiklad studie plavani mladat ve véku PO az P4, ktera by umoznila ovéfit
pouzitelnost navrZzeného protokolu u nejmladSich mladat, u kterych je dle literatury

plavani dosti specifické.

Dalsi moznosti je provedeni vyvojové studie, pfi které bychom hodnotili
plavani rizné starych mladat, pficemz v den testovani by mladata neméla zadnou
prfedchozi zkuSenost s plavanim, tj. vSechna mladata by plavala poprvé v zivoté. Tim
bychom vyloucili mozny vliv u€eni na podobu plavani, ktery pfi opakovaném

testovani nelze vyloucit.

Studie, ve které by byl motoricky vyvoj mladat hodnocen na zakladé nami
navrzeného protokolu a souasné pomoci standardné pouzivanych motorickych
testu, by umoznila ovéfit pfedpokladané vyhody testovani formou plavani oproti
testovani na sousi. DalSim pfinosem takové studie by byla moznost urcit senzitivitu
plavani na znamky abnormalniho vyvoje, coz by umoznilo lepS$i interpretaci
negativnich vysledkl testovani. Napfiklad u vysledkd naseho pokusu na Souboru 2

nelze zcela vylou€it moznost, zZe zjiSténa nepfitomnost zmén ve vyvoji plavani ve
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Skupiné CGP a Skupiné Bac oproti kontrolni skupiné nebyla dana pouze nevhodnym
vybérem hodnocenych znaku, a v dusledku toho prehlédnutim projevi abnormalniho
vyvoje. V kombinované vyvojové studii by testovani plavani mohlo byt doplnéno
napfiklad pozorovanim spontanni motoriky v open field a testovanim senzomotoriky
pomoci testl negative geotaxis, wire mesh ascending, bar holding a Rotarodu, coz
jsou standardni soucasti testovani motoriky pfi pokusech provadénych nejenom ve
Fyziologickém ustavu AVCR.
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ZAVERY

Cilem prace bylo provést studii vyvoje plavani laboratorniho potkana a dale na
zakladé této studie a poznatki dostupnych z literatury navrhnout protokol pro
testovani plavani jako zplUsob testovani motorického vyvoje laboratorniho potkana.
DalSim cilem prace bylo zjistit vliv latek plsobicich na GABAB receptory na vyvoj

plavani u potkana.

V reSersni Casti prace jsme shromazdili poznatky o vyvoji plavani potkana,

publikované v odborné literatuie, a to v€etné pouzitych materiall a metod testovani.

V experimentalni Casti prace jsme provedli predbézné pozorovani vyvoje
plavani na souboru 32 mladat potkana a dva ruzné experimenty na celkem 50

mladatech.

V prvnim experimentu jsme pozorovali vyvoj plavani u mladat ve veku P5 az
P21. Na zakladé poznatkl ztohoto experimentu, literarni reSerSe a navrhu
hodnoticiho formulafe RNDr. Anny Mikulecké, PhD., jsme sestavili protokol pro
testovani vyvoje plavani u potkana. Tento protokol jsme vyuZili pfi provadéni druhého

experimentu.

Z prvniho experimentu vyplynulo, ze vyvoj plavani mladat v pokusu odpovidal
literarnim adajim, co se tyCe povahy zmén plavani a sledu, ve kterém se tyto zmény
odehraly. Casové vymezeni zmén neodpovidalo pfesné& Gdajim v literatufe, mozné

dlvody jsme uvedli v diskusi. Popsali jsme také aktivni potapéni mladat ve 4. tydnu.

V druhém experimentu jsme sledovali vliv latek pusobicich na GABAB
receptory (antagonisty CGP46381 a agonisty baklofenu) na vyvoj plavani mladat.

Z druhého experimentu vyplynulo, Ze vyvoj plavani u miladat, kterym byla
aplikovana néktera z latek plsobicich na GABAB receptory, se neliSil od vyvoje
kontrolni skupiny mladat. V literatufe jsme nenalezli dostatek informaci, které by

potvrzovaly &i vyvracely tento zavér.

Provedenim druhého experimentu jsme ovéfili praktickou pouzitelnost nami
navrzeného protokolu pro testovani vyvoje plavani potkanl. Vychodiska pro dalSi
vyvoj a vylepSeni tohoto protokolu jsme uvedli v diskusi. V diskusi jsme rovnéz uvedli
obecné vyhody a nevyhody testovani motorického vyvoje formou plavani.
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