UNIVERZITA KARLOVA YV PRAZE
2. LEKARSKA FAKULTA

Klinika rehabilitace a t€lovychovného I€karstvi

Katerina Matouskova

Vliv fenytoinu na motoricky vyvoj
laboratorniho potkana

Bakalarska prace

Praha 2015



Autor prace: Katefina Matouskova

Vedouci prace: Prof. MUDr. Pavel Mares, DrSc.
Oponent prace: RNDr. Karel Vales, PhD

Datum obhajoby:



Bibliograficky zaznam

MATOUSKOVA, Katefina. Pisobeni fenytoinu na motoricky vyvoj laboratorniho
potkana. Praha: Univerzita Karlova, 2. Lékaiska fakulta, Klinika rehabilitace
a télovychovného lékaistvi, 2015. 50 s., piilohy. Vedouci bakalaiské prace Prof. MUDr.

Pavel Mares, DrSc.



Abstrakt

Fenytoin je antiepileptikum sdobrym antikonvulzivnim efektem, ale
s prokazanymi vedlej$imi u¢inky na motoriku pii dlouhodobém uzivani. Pfesto se pro
dostupnost a nizkou cenu nadale pouziva. Cilem této prace je shromazdit a porovnat
dostupné informace o jeho vlivu na motoriku a koordinaci pfi podéani v perinatalnim
obdobi. Prace je doplnéna pilotni studii na 11 potkanech, kterym byl fenytoin podavan
Vv odpovidajicim obdobi (7. — 11. den po narozeni). Otestovany byly dvé skupiny
s davkou PHT 60 mg/kg a 30 mg/kg a jejich vysledky byly porovnavany s kontrolni
skupinou. Pro posouzeni motorickych schopnosti jsme vyuzili testovani righting
reflexu, bar holding test, zkouSku negativni geotaxe, test na lané, test chlize po
pravidelném a nepravidelném zebiiku a akcelerujici rotarod. U bar holding testu, lana
atestu na pravidelném a nepravidelném zebiiku byly prokézany signifikantni rozdily
u potkant s PHT 60 mg/kg. U zbylych testt byla patrna tendence k hor§im vysledkiim
skupiny sPHT 60 mg/kg. Vysledky nasi studie potvrzuji ovlivnéni motoriky
laboratorniho potkana po podani fenytoinu. To se shoduje s vysledky dal$ich autort

a histologickymi nalezy zobrazujicimi poSkozeni buné¢k mozecku.
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Abstract

Phenytoin is antiepileptic drug with high anticonvulsant effect but also with
proven side effects on motor activities associated with its long-term use. Despite that it
is still used due to its availability and low price. The aim of this thesis is to gather and
compare accessible information about side effects of phenytoin on motor skills and
coordination after PHT treatment during perinatal period. The thesis includes a pilot
study of 11 laboratory rats which received PHT treatment in the corresponding period
(7. — 11. postnatal day). Two groups with dosage PHT 60 mg/kg and 30 mg/kg were
tested and compared with a control group. The tests used for evaluation of motor
activity were righting reflex, bar holding test, negative geotaxis reaction, rope test,
regular and irregular horizontal ladder walking test and accelerating rotarod test.
A significant difference occurred in rats with PHT 60 mg/kg during bar holding test,
rope test and regular and irregular horizontal ladder walking test. The group with PHT
60 mg/kg tended t worse results during other tests as well. Our results confirm side
effects of phenytoin on motor activity in laboratory rats. That corresponds also with

other authors’ results and histological findings of cerebellum cell damage.
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Seznam zKratek

AED antiepileptika

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-isoxazole-4-propionat
GABA kyselina gama-aminomaselna

NMDA N-methyl-D-aspartat

PHT fenytoin
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Uvobp

Tato bakaldiska prace se zabyva piisobenim fenytoinu na motoricky vyvoj.
Fenytoin je jedno z nejdéle znamych antiepileptik a k terapii se pouziva uz od 30. let
minulého stoleti. Epilepsie je onemocnéni zachvatovité, a tim pro pacienty velmi
limitujici. Medikament6zni 1éCbou jsou feSitelné vice nez dvé tietiny epilepsii. Ale
I v pfipadé dobré odpovédi na terapii antiepileptiky, mizou nemocného suzovat
dasledky vyvolané nezadoucimi vedlej$imi ucinky podané latky.

Vétsina pacientl, dle nékterych autorit az 75 %, se se svou nemoci setkd jiz
v mladi. Antiepileptika podavana od Utlého v€ku maji, kvuli jeSté zrajici nervové
soustave, vyznamné vedlejsi ucinky. U fenytoinu, je takovy efekt prokdzany a sméfuje
pfedevsim na Purkynovy buiiky a granularni buiiky mozecku, a tedy ovliviiuje motoriku
a koordinaci.

Fenytoin je pro své dobré antikonvulzivni 0U€inky pouzivan 1 K I1écbé
epileptickych zachvatl u novorozencti, ackoliv jeho vedlejsi ucinky pti takovém podani
zatim nejsou dostateéné popsany. Tato prace zahrnuje vysledky méfeni odchylek
v oblasti motoriky v pribéhu vyvoje u laboratornich potkand., kterym byl podavan
fenytoin v obdobi odpovidajicim lidskému obdobi perinatalnimu.

V dnes$ni dobé je fenytoin, coby antiepileptikum prvni generace, nahrazovan
novymi piipravky. Ty maji zpravidla mén¢ prokazatelnych vedlejSich G€inkti. Nicméné
fenytoin je pro svou dostupnost a nizkou cenu nadale vyuzivan na piiklad
Vv rozvojovych statech, ale i u nas.

Plsobeni fenytoinu je zdokumentované na lidech i zvifecim modelu, ale o jeho
proménlivosti v pribéhu vyvoje neni mnoho informaci. V této praci jsou
zdokumentovana dostupna data o této problematice, spolu s porovnanim s prvni sérii
pokust, ktera byla provedena na Fyziologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky

Vv akademickém roce 2014/2015.
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1 PREHLED POZNATKU

1.1 Fenytoin

Fenytoin (difenylhydantoin, PHT) byl syntetizovan tymem Heinricha Biltze
vroce 1902, vroce 1938 H. Houston Merritt a Tracy Putnam prokazali jeho
antikonvulzivni u¢inky (Karthikeyan, 2009). Jde o bé&zné uzivané antiepileptikum
(AED). Terapeuticka davka omezuje rozvoj zachvatu v plné mife a snizuje Sifeni
aktivity epileptického loziska v mozku (Tauer et al., 1998). U PHT bylo popsano
mnoho nezadoucich ucinkl, pfi dlouhodobém wuzivani muize vést k mozeckové
dysfunkci a degeneraci (Ohmori et al., 1997). Pouziva se piedev§im pro terapii
komplexnich parcialnich a generalizovanych tonicko-klonickych zachvati (Rogawski
a Loscher, 2004).

V poslednich dvaceti letech je snastupem nové vyvinutych antiepileptik
fenytoin odsunut do pozadi. To podporuji 1 vysledky studie vypracované v roce 2013,
vramci které bylo vyzpovidano 200 neurologti a epileptologli 0 pristupu Kk terapii
epilepsie. Pouze jeden respondent uvedl, Ze by ptedepsal PHT jako 1ék prvni volby pro

nove diagnostikovanou epilepsii. 83% respondentd by PHT nepouzilo vibec (obr. 1).
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Obr. 1 — Potadi volby fenytoinu jako medikace pro pacienty s nové diagnostikovanou
epilepsii (Das et al., 2013)
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Této studie se zlcastnili 1ékatfi ze Severni a Jizni Ameriky, Evropy, Asie
a Australie, S nejvétsim zastoupenim odbornikd z USA (obr. 2). Studii jsou zcela

nepokryty africké staty (Das et al., 2013).

1%
10% 4%

3%

@ USA O Asia
B North America, other B South America
O Europe @ Australia

F1GURE 1: Geographical distribution of respondents (percentages).

Obr. 2 — Geografické rozlozeni respondentti (%) (Das et al.)

1.1.1 Chemicka struktura latky

Fenytoin patii mezi monocyklickd antiepileptika. Chemicky jde o pomérné
slabou kyselinu (pKa = 8,3), (Dolezal et al., 2013). Vzorec fenytoinu je 5,5-
diphenylimidazolidin-2,4-dion (obr. 3), patii tedy mezi derivaty hydantoinu a piipravuje
se reakci benzofenonu s kyanidem draselnym a uhli¢itanem amonnym (Hampl et al.,
2002). Je to bila mikrokrystalicka latka nerozpustna ve vodé, ale lépe v organickych
rozpoustédlech (Melichar et al., 1987), a proto se podava bud’ v rozpoustédle, nebo ve

formé soli.

H
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Obr. 3 — Chemicka struktura fenytoinu (Dolezal et al., 2013)
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1.1.2 Terapeuticka aplikace

Podéni 1éku je nejcastéji per os, ale je mozné i intraven6zni podani. Toho se
vyuziva pii terapii status epilepticus (Lincovd a Fargali, 2007). Pro oralni aplikaci je
pro dospélého pacienta doporucena davka 5-7 mg/kg/den ve dvou dil¢ich davkach
(maximalni jednotliva davka pro dosp€lého je 300 mg) a pro déti 3-8 mg/kg/den ve
dvou dil¢ich davkach (Suchopar et al., 2009).

Dnes terapie epilepsie spoc¢iva v podani monoterapie AED II. generace, piipadné
kombinace AED II. a Ill. generace. Fenytoin spolu s dal§imi antiepileptiky 1. generace
byl zdkladem 1éCby diive a novymi medikamenty byl nahrazen pro své Casté vedlejsi

ucinky. I pies to ale za urcitych okolnosti pouzit je (Buresovd, 2007).

1.1.3 Mechanismus uéinku a farmakokinetika

PHT plisobi na napétim fizené sodné kandly. Navazdnim brzdi mozZnost
vysokofrekvenénich zmén polarity membrany a tim omezuje rozvinuti zachvatu. Kromé
tohoto uginku fenytoin pravd&podobné piisobi i na Na*/K*-ATPasu, Ca**-kalmodulin-
dependentni enzymaticky systém a kalciové kanaly (Lincova a Fargali, 2007).
Po oralnim podéni se fenytoin vstfebava mirn€ v Zaludku, ale pfevazné v tenkém stieve
(Kirschbaum et al., 1999). V plazm¢ je z80 - 90% vazan na albuminy (Lincova
a Fargali, 2007). Kirschbaum uvadi u dospélych pacienti vazbu na plasmatické
proteiny 87 — 93%, ale u novorozenct, nebo jedinci s poSkozenim renalnich funkci
méng (Kirschbaum et al., 1999). Navazanim na proteiny se prodluzuje ucinek (Lincova
a Fargali, 2007). Jeho zastoupeni v séru je nejvyssi hodinu a pil az tfi hodiny po

podani (Kirschbaum et al., 1999).

1.1.4 Vedlejsi u¢inky

Mezi piiznaky intoxikace patfi nystagmus, vertigo a ataxie, piipadné

psychotické symptomy a rist frekvence zéachvatli. Nezddouci ucCinky se projevuji

11
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vétsSinou pii koncentraci 100 umol/l nebo vice. Objevuje se hyperplazie dasni,
hirsutismus a také mtze dojit k poruse metabolismu kyseliny listové a jeji karenci, coz
muze vést k megaloblastické anémii. Mezi nezddouci ucinky nezévislé na davce patii
vyrazka, krevni dyskrazie, hepatotoxicita, Dupuitrenova kontraktura a teratogenni
pusobeni (Lincova a Fargali, 2007). Pii pifedavkovani muze pusobit mozeckové
ptiznaky (Seidl a Obenberger, 2004).

Fenytoin prochazi placentou difuzi. Prenatalni vystaveni pusobeni fenytoinu
muze vést k fetalnimu hydantoinovému syndromu, u kterého lze pozorovat zmény
chovani, vyvojové a strukturalni zmény (Nanda et al., 1989). Tyto ucinky jsou vyvolané
pravdépodobné ischemickymi zménami tkan¢ zpusobenymi hypoxii plodu (Danielsson
et al., 1997). Podrobngji bude vliv fenytoinu na motoriku a kognitivni funkce rozebran

V nésledujici ¢asti.

1.1.5 Vysledky studii zabyvajicich se acinky fenytoinu

Fenytoin patii mezi nejdéle uzivana antiepileptika. Mnozi se ale doklady o jeho
nezadoucich ucincich. V této kapitole bych rada shrnula rizné pohledy na tuto
problematiku.

Neurotoxicita fenytoinu je zpisobena volnymi radikaly, jejichz vznik podporuje.
Ty pusobi oxidaéni stres, ktery vede k poSkozeni bun¢k a jejich dysfunkci (Liu et al.,
1997). Malow a kolektiv popisuji strukturalni zmény mozeckové tkané charakterizované
abnormalnim zvétSenim dendritd Purkynovych bunék (Mallow et al., 1980).

De Marco a kol. ve své studii potvrdili spojitost mezi cerebellarni atrofii
a dlouhodobym wuzivanim fenytoinu. Atrofii mozecku pozorovali u 20 pacientl
z celkovych 56. Z téchto 20 probandti, zaznamenali mirné zmény u 45%, stfedn¢ velké
také u 45% a u 10% doslo k zavazné atrofii (De Marco et al., 2003).

Pro vyzkum vlivu PHT na apoptozu, proliferaci a migraci granularnich bunék
arozvoj Purkynovych bunék ve vyvijejicim se mozecku se pouzivaji zvifeci modely.

Novorozenym mysim byl 2. — 4. den po narozeni podan oralné¢ PHT ve formé olejové

12
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suspenze v davce 10 mg/kg. 56.den byla zvifata usmrcena, mozek byl odebran
a zvazen, nasledné byla provedena histologie. Hmotnost celého mozku i hmotnost
pouze mozeCku byla signifikantn€ snizena oproti kontrolni skupiné. Dendrity
Purkynovych bunék byly chabé vyvinuté a jejich konfigurace byla nezietelna (Ohmori
etal., 1999).

Utinky fenytoinu na motoriku jsou popisovany na modelech s laboratornimi
zviraty, nejcastéji na mysich ¢i potkanech. U mysi je mozek hned po narozeni ve stupni
vyvoje korespondujicim s vyvojem ¢lovéka v poslednim trimestru t€hotenstvi (Dobing
a Sands, 1973). Podani fenytoinu v tomto obdobi (2. - 5. den po narozeni) vede
k opozdéni righting reflexu a pohybt hlavy béhem 5. — 9. dne po narozeni (Hatta et al.,
1999) a zhorSeni vysledkd na rotorodu a sniZeni aktivity v open field testu oproti
neovlivnénym jedincim (Ohmori et al., 1999). Opozdéni se projevuje 5. den také
Vv pivotovani (Hatta et al., 1999).

Pfi pozdéj$im podéni fenytoinu (5. — 14. den po narozeni) jsou popisovany
zmény chovani a hor$i motoricka koordinace (Bath et al., 2013).

Ogura a kol. sledovali u mysi (kmen C57BL) starych dva mésice vliv fenytoinu
na chovani, motorické schopnosti a prostorové uceni. Pro studii bylo pouzito 35 vrhi,
kazdy o Ctyfech aZz sedmi mladatech. Své poznatky podpofili histologickymi nalezy
(Obr. 4). Zvitatim byl fenytoin podavan oraln¢ 5. aZz 14. den po narozeni ve formé
suspenze (35 mg/kg PHT). VySetfovana byla spontanni motorickd aktivita v boxu
z plexiskla o rozmérech 30 x 20 x 13 cm, byla indexovana piferuSovanymi zablesky
infracervenych paprski. Mysi s davkou fenytoinu mély tendenci k mensi aktivitg, ale
nebyl prokazany signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné (Ogura et al., 2002).
Pro presngjsi detekci motorického poskozeni byl pouzit test na akcelerujicim rotarodu
(0 — 20 otacek za minutu). Mezi testovanymi skupinami nebyl prokéazan signifikantni
rozdil. Z téchto vysledkd usuzuji, Ze pouzitd davka fenytoinu pii postnatdlnim podani

nema na mysim modelu prokazatelny vliv na zhorSeni motoriky (Ogura et al, 2002).

13
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Obr. 4 — Histologicky preparat zobrazujici vermis cerebelli mysi 14. a 21. den po
narozeni
Komentai: A — kontrolni skupina 14. den po narozeni, B — kontrolni skupina 21. den po
narozeni, C — PHT-skupina 14. den po narozeni, D - PHT-skupina 21. den po narozeni;
u skupin s PHT je patrna vyrazna nezralost tél a dendriti Purkynovych bunék; méfitko:
A-D =50 um (Ogura et al., 2002)

U dospélych potkant (kmen Sprague-Dawley), kterym byl PHT podavan 7., 8.,
9., 11., 12. a 13. den po narozeni, byly zkoumany zmény télesné hmotnosti, motorické
a lokomoc¢ni schopnosti. Pro studii bylo pouZito celkem 161 mlad’at, kterym bylo
podano 50 mg/kg PHT ve formé& soli intraperitonealné v Sesti davkach. Pred zacatkem
podavani PHT byla télesnd hmotnost vSech mladat shodnd, nicméné 13. den byla

hmotnost u jedinct léenych PHT signifikantn€é nizS§i nez u kontrolni skupiny

(tabulka 1). Ovlivnéna byla také rychlost pfibyvani na hmotnosti (tab. 1).

7. den 13. den vahovy ptibytek od 7. do 13. dne

Kontrola| 14,2 036 (2,7)  |25,7+048(3,6)  |11,7+0,49 (3,7)

PHT 15,0 £0,40 (2,5) 23,4+ 0,64 (3,6)* 8,5 £0,70 (3,8)*

* Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné
+ Smérodatna odchylka

Tab. 1 — Hmotnost téla a mozku dospélych potkani po podani AED 7., 8., 9., 11., 12.
a 13. den po narozeni (Forcelli et al., 2012, a)
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PUsobeni fenytoinu na motoricky vyvoj laboratorniho potkana

Motoricka koordinace byla testovana na zrychlujicim rotarodu, kde u zvifat

s PHT byla latence padu oproti kontrolni skuping signifikantné kratsi (obr. 5).

250,
)
Q 1
2 200{ — [ * *
L 150 Lo
je!
S 1004
o)
9
< 504
D n=39 n=8 n=11 n=12
C PB |PHT|LTG

Obr. 5 — Latence padu na akcelerujicim rotarodu u dospélych potkanti po podani AED
7., 8., 9., 11., 12. a 13. den po narozeni. Na ose X jsou zndzornéna AED, osa

Y vyjadiuje latenci padu (s). Statisticky vyznamny rozdil je oznac¢en hvézdickou
C = kontrolni skupina, PB = fenobarbital, PHT = fenytoin, LTG = lamotrigin (Forcelli
etal., 2012, a)

Lokomoce byla hodnocena testem open field. Dosazend vzdalenost, kterou

urazili jedinci béhem testovani, se signifikantné nelisila u skupiny s PHT a kontrolni

skupiny. Oproti kontrolam se ale potkani s davkou fenytoinu nedrzeli u stén a stravili

vétsi Casovy usek v centralni ¢asti pole (tab. 2), (Forcelli et al., 2012, a).

Urazena vzdalenost (m)

Cas v centru (%)

Latence vstupu do centra pole (s)

Kontrola

16,4 £ 0,6

11,95 £1,2

25,1 +£5,8

PHT

18,54 £ 0,9

20,92 + 3,6*

15,3 +6,9

* Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné
+ Smérodatnd odchylka

Tab. 2 — Pohyb v otevieném poli dospélych potkant po podani AED 7., 8., 9., 11., 12.
a 13. den po narozeni (Forcelli et al., 2012, a)
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Popisovany jsou i ucinky antiepileptik na aktivitu nervovych bunék striata.
U potkanii vystavenych ucinkiim PHT je vidét signifikantné nizs$i frekvence IPSC
(inhibi¢ni postsynaptické proudy) oproti kontrolni skupiné a nedostatecné zotaveni na
synapsich GABAergnich neuront (Forcelli et al., 2012, b).

Vliv fenytoinu na motivaci zvitat byl zdokumentovan testem nuceného plavani
U mysi. Test spo¢ivd v umisténi mysi do valce naplnéného vodou, hodnocena je doba,
po ktery mys plave béhem desetiminutového ¢asového limitu. MySim bylo podavano
peroralné 35 mg/kg PHT ve form¢ suspenze 5. — 14. den po narozeni. Doba plavani
jedinct ve skuping, které byl podan PHT, byla nizs$i, ale mezi ni a kontrolni skupinou
nebyl prokazan signifikantni rozdil (Ogura et al., 2002).

Glauser popisuje u déti od 5 do 18 let veku, které podstoupily monoterapii PHT
somnolenci (29,8%), apatii (10,6%) a nervozitu (11,7%). Na rozdil od jinych
antiepileptik (phenobarbital) nehovofi o spojitosti uzivani PHT se vznikem psychoz
nebo depresi (Glauser et al., 2004).

Studie tymu doktora Meadora se zabyva pusobenim fenytoinu na kognitivni
funkce u lidi. Vychazi z ni negativni vliv fenytoinu na rychlost zpracovani informaci
a reakci na né a abnormalni vysledek viny P300 (odchylky v fadu msec), ktera ukazuje
rychlost kognitivniho zpracovani nezédvislého na motorické odpovédi. Popsany jsou
zmeény v oblasti paméti, predev§im v prodlevé pii vybavovani faktd, a zhorSeni
koncentrace (Meador et al., 1995). Shannon a Love zkoumali vliv PHT na pamét,
pozornost a uceni po akutnim podani (30 minut pted testovanim). Z jejich prace
nevychazi prokazatelny vliv PHT na prostorovou orientaci (Shannon a Love, 2004) a
snizenou pozornost a schopnost koncentrace (Shannon a Love, 2005), ale popisuji
snizeni schopnosti u¢eni (Shannon a Love, 2007).

U mysi byly prokazany odchylky v oblasti prostorového uceni (pro experiment
bylo pouzito 35 vrhii 0 4 — 7 mladych, davka PHT 35 mg/kg, aplikace oralné 5. — 14.
den po narozeni). Test Morrisova vodniho bludisté (test pouzivany pro studium

schopnosti prostorové orientace) s pouzitim viditelné ploSiny se ob& skupiny byly
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schopny naucit bez rozdilu a plosinu potkani dosahovali do 5 s. Signifikantni rozdil byl
prokazan po odstranéni plosiny. Skupina s davkou fenytoinu byla schopna lokalizovat
misto, kde by se méla plosina nachazet, za delsi ¢as nez skupina kontrolni. Rozdil byl
jesté vyraznéjsi pii opakovani testu (Ogura et al., 2002).

Test Morrisova vodniho bludisté byl proveden i na potkanech v ramci studie
zminéné vySe (Forcelli a kol., a). Pro experiment bylo vyuzito 161 mlad’at, kterym byl
v 6 davkach (7., 8., 9., 11., 12., 13. den po narozeni) aplikovan intraperitonealné¢ PHT
v davce 50 mg/kg. Nejprve probéhl pétidenni trénink po Ctyfech pokusech se skrytou
plosinou. Sesty den potom nésledoval zku$ebni pokus, Vv ramci kterého byla plosina
odebréna a zvifata byla vypusténa ze zatim nepouzité startovni pozice. Tento test ma za
cil zjistit ptipadné tvofeni a pouziti kognitivnich map. Jedinci s PHT neméli béhem
testovani signifikantné¢ zménéné vysledky oproti kontrolni skupin€. Po odstranéni
ploSiny Sesty den, ale byla prokazana signifikantni preference pro cilovy kvadrant, coz

naznacuje neposkozenou orientaci v prostoru a pamét’ (Forcelli et al., 2012, a).

1.2 Epilepsie

Epilepsie je chronické neurologické onemocnéni, které pacienta vyrazné limituje
Vv fadé aspektii zivota. Zminky o této nemoci pochdzeji uz ze starovéku. Jistou formou
epilepsie pravdépodobné trpél na ptiklad Julius César nebo Sokrates. V priibéhu let si
vyslouzila mnoho nazvi od ,,svaté nemoci® po ,,nemoc ohavnou a také fadu vice ¢i
mén¢ kuridznich terapeutickych piistupi. Racionalni 1éCba epilepsie se rozvinula az
pfevazné v minulém stoleti (Mordarn, 2007). Chorobu typicky charakterizuji opakované
epizodické zmény Cinnosti mozku, pfi kterych se nervové vzruchy S§ifi nervovym
systémem bez regulace, kterou zajistuji inhibi¢ni procesy. Navenek se projevuji jako
vuli neovladatelné zachvaty s riznou manifestaci ¢asto doprovazené poruchou védomi.
Zachvat se ale mize byt i subklinicky.

Opakovanymi zachvaty trpi jen 0,5% populace, ale jistou formu za Zivot prodéla

asi 5% (Seidl a Obenberger, 2015). Epilepticka aktivita mlze byt lokalni, potom
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mluvime o parcidlnich zachvatech. Ty zacinaji stereotypné v Casti jedné hemisféry,
nejcastéji v mozkovée kiife. Dle prib¢hu rozliSujeme zachvaty jednoduché a komplexni,
které doprovazi porucha védomi. Zachvat primarn¢ generalizovany zacina oboustranné.
Pokud lokalni zachvat ptejde do generalizovaného, je oznaCen za sekundarné
generalizovany (Seidl a Obenberger, 2015). Mezi zachvaty generalizované patii
na piiklad grand mal. Pokud trva zachvat déle nez 20 minut, nebo mezi jednotlivymi
zachvaty nedojde k obnoveni normalnich funkci mozku, hovofime 0 stavu zvanému
status epilepticus.

Antiepileptika jsou latky s antikonvulzivnim G¢inkem, které nejéastéji reguluji
Sifeni zachvatu pomoci ovlivnéni membrany nervovych bunék nebo ovlivnénim ucinkt
ptislusnych neurotransmiterii na synapsich.

Od roku 1857 se pro terapii epilepsie pouzivaly bromidy, jsou tedy prvnim
medikamentem uzivanym pro 1é¢bu epilepsie. Na pocatku 20. stoleti s objevenim
fenobarbitalu nastupuje prvni generace AED. Mezi né fadime zminény fenobarbital,
fenytoin, primidon a etosuximid. Nevyhodou téchto latek je pomérné vysoka mira
nezadoucich ucinka (Buresovd, 2007). Dle Seidla je teratogenita fenytoinu pii uzivani
v prubéhu gravidity pro plod az 6% (Seidl a Obenberger, 2015). Antiepileptika druhé
generace se zacala dostavat do Sir§iho pouzivani v 60. letech minulého stoleti, kdy byly
objeveny ucinky karbamazepinu. Krom n¢j sem spada i valproat. V 90. letech doslo
K uvedeni tzv. novych antiepileptik neboli antiepileptik tfeti generace. Do této skupiny
lze zatadit vigabatrin, lamotrigin, topiramat, gabapentin, tiagabin, felbamat,
levetiracetam a pregabalin (Buresova, 2007). Typy epilepsie a pouzivana antiepileptika

jsou uvedeny v tabulce 3 (Hynie, 1995).
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Typ a podtyp epilepsie Béna AED |Novodoba AED
I. Parcidlni zichvaty se symptomatologii

A. jednoduchou
B. komplexni KB, VA, FN, FB GA, VB, LA, TI, TO
C. pfechazejici

v generalizované zachvaty
I1. Generalizované zichvaty

A. typ absence VA, ES, (CL) LA

B. myoklonicky VA, CL LA, OX

C. typ tonicko-klonicky KB, VA FN, PR, FB LA

II1. Neklasifikovatelné zachvaty |KB, VA, (FN, FB, CL) FE, LA, VB
1V. Status epilepticus DI, CL, FN, FB

Tab. 3 — Typy epilepsie a pouzivana AED; CL — klonazepam, DI-diazepam, ES —
etosuximid, FB — fenobarbital, FE — felbamat, FN — fenytoin, GA — gabapentin, KB —
karbamazepin, LA — lamotrigin, OX — oxkarbazepin, PR — primidon, TI — tiagabin, TO
— topimarat, VA — valproat, VB — vigabatrin (Buresovd, 2007)

1.2.1 Patogeneze

Epilepticky zachvat je nekontrolovany abnormalni a synchronni vyboj skupiny
gangliovych bun¢k v mozku. Epileptickou aktivitu zpusobuji poskozené neurony
s redukci axosomatickych inhibi¢nich synapsi. Mnohdy se tvofi také sekundarni
a terciarni lozisko, tj. v odpovidajicim umisténi v druhé hemisféte a v oblasti s vysokou
epileptickou pohotovosti, amygdale a hipokampu (Seidl a Obenberger, 2015). Mezi
zachvaty mozek funguje podle vSeho normalné (Silva et al., 2003). K porucham
védomi dochdzi drazdénim ascendentniho aktivacniho systému retikularni formace
a talamu, kam mohou vyboje propagovat (Seidl a Obenberger, 2015). Princip, kterym se
paroxysmalni aktivita v mozku §ifi, je velmi slozity. Silva et al. analyzovali zakladni
modely drah epileptickych zachvatt a ur¢ili, za jakych podminek k Sifeni dochazi (Silva
et al., 2003). Lokalizace a cesta S$ifeni urCuje charakter a vzhled zachvatu

(Buresova, 2007).
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1.3 Inhibice nervového pi‘enosu pii 1écbé epilepsie

Medikamentozni 1écba epilepsie nebyva nasazena hned po prvnim zachvatu.
Terapie je predev§im sméfovana na Upravu zivotospravy a nastaveni rezimovych
opatieni. Je zahdjena, objevi-li se zdchvaty dalsi, pfedevsim pokud nastanou bez zjevné
ptiiny. Antiepileptika nelééi epilepsii jako takovou, ale zabranuji vzniku, rozvoji
a sifeni epileptické aktivity (Buresovd, 2007). AED jsou primarné urceny pro 1écbu
epileptickych zachvati (Rogawski a Ldscher, 2004). Pouzivaji se ale také pro 1écbu
jinych neurologickych, ale i psychiatrickych onemocnéni. Pro terapii bipolarni poruchy
je uzivan karbamazepin, lamotrigin a valproat. Valproat se pouziva i pro 1é¢bu migrény,
stejné¢ jako gabapentin a topiramat. Lze ovlivnit i neuropatické bolesti pomoci
karbamazepinu, gabapentinu, lamotriginu, levetiracetamu, oxkarbazepinu, pregabalinu
a valproatu (Landmark, 2007). Pomoci AED je dnes mozné poskytnout vét$iné€ pacientt
s epilepsii uspokojivou kontrolu nad jejich nemoci. Vzruchy patologicky Sitici se béhem
zachvatu jsou inhibovany, aniz by byla omezena normalni nervova aktivita mozku

(Rogawski a Lascher, 2004). Podle zacileni u¢inku AED je délime na nékolik skupin.

1.3.1 AED piisobici na iontové kanaly

1.3.1.1 Napétim Fizené sodikové kandly

Napétim tizené sodikové kanaly jsou klicové pro tvorbu akénich potencialt pii
normalni mozkové ¢innosti, ale 1 béhem zachvatu (Kohling, 2002). Modulace otevirani
sodikovych kandli v mozku je vyuZivana pro terapii generalizovanych parcialnich
zachvatl, zejména tonicko-klonickych kieci. K témto antiepileptikiim je fazen fenytoin,
lamotrigin, karbamazepin, oxkarbazepin a zonisamid (Rogawski a Loscher, 2004).

Napétim fizené sodikové kandly jsou tvofeny transmembranovymi proteiny,
které iniciuji ak¢ni potencialy (Hille, 2001). Tyto kanaly se skladaji z podjednotek
a af. apodjednotku tvoii Ctyfi klenuté homologni Casti, které formuji centralni por

kanalu. B podjednotka reguluje kanal zvySovanim nervové excitability (Lason et al.,
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2013). KdyzZ je neuron depolarizovan k prahu akéniho potencialu, protein sodikového
kanalu zméni v fadu stovek mikrosekund svou konfiguraci. Tim kanal otevie a dovoli
prichod sodnych iontli. Sodikové kanaly v mozku pfechdzeji mezi jednotlivymi stavy
velmi rychle a tim umoznuji nejenom normalni funkce mozku, ale i Sifeni epileptické
aktivity (Hille, 2001; Rogawski a Lascher, 2004).

Vétsina tradicné pouzivanych antiepileptik ptsobicich na sodikové kanaly
(fenytoin, karbamazepin, lamotrigin, topiramat, oxcarbazepin, zonisamid) je ucinna
pifevazné na rychlou inaktivaci kanalu a produkuje ptrechodné napétim a frekvenci
dependentni snizeni vodivosti kanalu (obr. 6). Proces pomalé inaktivace ovliviiuje

lacosamid (Lasorn et al., 2013).
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Obr. 6 — AED a napétim fizené sodné kanaly

Komentaf:

a — primarni struktura podjednotek napétim fizenych sodikovych kanalt. Hlavni o-
podjednotka se opakuje 4x (I-IV) a je lemovana dvéma pomocnymi B-podjednotkami.
Vélce ptedstavuji pravdépodobné a-spirdlovité transmembranové segmenty. Modré
valce (S5, S6) utvareji por. HvézdiCky na valci S4 oznacuji napétim fizeny senzor.
Razové kolecko urCuje inaktivacni Castice v inaktivovaném vchodu, modra kolecka
oznacuji mista implikovand ve formovani receptoru pro inaktivaci vchodu; I1IS6 a IVS6
(rizové segmenty) jsou mista navazani 1éCiv, véetné AED blokujicich napétim fizené
sodikové kanaly

b - Systematické ztvarnéni poru napétim fizeného sodikového kanalu. S5 a S6 —
transmembranové a-spirdlovité segmenty se homologné opakuji (I-IV) a tvofi stény
poru. Zevni Usti poru a filtry intové selektivity tvoii P-smycky. KliCcovymi segmenty
jsou S6 III a IV, které obsahuji vazebna mista pro AED (zvyraznéno Zlutou barvou).
Pfejato a se svolenim pozménéno z REF.35 © (2001) American Society for
Biochemistry and Molecular Biology. (Rogawski a Loscher, 2004)
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Pro objasnéni mechanismu inaktivace sodnych kandlti mizeme fict, Ze fenytoin
tuto inaktivaci podnécuje. Proces rychlé inaktivace vede k uzavteni intracelularniho usti
kanalu kratkou smyckou aminokyselinového rezidua mezi doménami o podjednotky
sodikového kandlu, slouzi jako sklopné vicko. V dalsSim prabehu, béhem pomalé
inaktivace, dochédzi k prolongovanym depolarizacim, které mohou nastat spolu

s epileptiformni aktivitou (Rogawski a Lascher, 2004).

1.3.1.2 Napétim iizené kalciové kandly

Napétim tizené kalciové kanaly se svym mechanismem i molekularni strukturou
blizi kandlim sodnym (Lason et al., 2013). Mlzeme je rozdé¢lit na kanaly aktivované
nizkym a vysokym napétim. Blokatory kanalt aktivovanych nizkym napétim jsou
etosuximid a zonisamid. Mezi blokatory kanalti aktivovanych vysokym napétim patii

gabapentin a levetiracetam (Lason et al., 2013).

1.3.2 AED piisobici na receptory

1.3.2.1 GABA receptory

Podstatnym principem fungovani nékterych antiepileptik je zesileni inhibi¢nich
vlivllh na pfenos nervovych vzruchli zprostfedkovany neurotransmiterem kyselinou
gama-aminomaselnou (Rogawski a Ldscher, 2004). GABA je hlavnim inhibi¢nim
neurotransmiterem v mozku savcl (Lason et al., 2013). Neurony vyuzivajici GABA
receptory se vyskytuji napt. v neokortexu, hipokampu a amygdale (Landmark, 2007),
jde o klicové oblasti epileptické aktivity, a proto stoji za pozornost i kdyz GABA
neurony zde nejsou zastoupeny ve vysokém poctu (Rogawski a Laoscher, 2004). GABA
pusobi pies ionotropni receptory GABAa a metabotropni receptory GABAg
(Lason et al., 2013). Farmakologicky vyznamnym receptorem, na ktery se vaze tato
kyselina, je GABAA receptor (Landmark, 2007). Podani blokatori GABAA receptort

vede k Utlumu ¢innosti inhibi¢nich mechanismi na synapsi, které zprosttedkovavaji
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GABA receptory a mize vést ke vzniku zachvatu (Rogawski a Loscher, 2004). Tento
pentamerni komplex tvofi pét podjednotek — dvé podjednotky o, dvé B a jedna
podjednotka vy, nebo & (Lason et al., 2013). Na GABAA receptor cili benzodiazepin,
fenobarbital, gabapentin nebo topiramat (Landmark, 2007). Gabapentin podporuje
syntézu kyseliny gama-aminomaselné (Rogawski a Lascher, 2004). Vigabatrin inhibuje
katabolicky enzym GABA transaminazu a tim zvySuje mnoZstvi GABA na
presynaptickém neuronu, tedy posiluje jeji inhibi¢ni vliv (Landmark, 2007). Aktivace
GABAA, receptoru v mozku generuje rychlé inhibi¢ni postsynaptické potencialy, diky
kterym je mozno regulovat a predchazet epileptickou aktivitu (Lason et al., 2013).

Tiagabin funguje na principu blokady zpétné resorpce GABA na presynaptickém
nervovém zakonceni a glii (Landmark, 2007).

Sirokospektré antiepileptikum valproat zvysuje syntézu GABA kyseliny
a snizuje ¢innost enzymu podilejicich se na katabolismu GABA. Jsou popisovany jeho
u¢inky na napétim fizené sodikové a vapenaté kanaly (Rogawski a Ldscher, 2004).

Dle Landmarka jsou ale jiz povazovany za klinicky nevyznamné (Landmark, 2007).

1.3.2.2 Glutamadtové receptory

Kyselina glutamova je nejvyznamnéjs$i excitatni neurotransmiter na bazi
aminokyseliny v centralni nervové soustavé. Aktivuje ionotropni receptory NMDA
a AMPA (ty jsou pojmenovany podle svych agonistt — Kkyseliny N-methyl-D-
aspartatové a kyseliny a-amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazolopropionicové), kainatovy
receptor a metabotropni glutamatové receptory spojené s G-proteinem (regulacni
protein schopny vazat guanosinové nukleotidy), (Lason et al., 2013). Zablokovanim
podtypli glutamatovych kanali, NMDA a AMPA receptori, dochédzi ke sniZeni
zachvatové aktivity in vitro i in vivo (Dingledine et al., 1999). S epileptickymi zachvaty
souvisi pokles pH mozkové tkané, ktery by mél vést k protonové inhibici aktivity
NMDA receptoru (Lason et al., 2013). AMPA receptory jsou zodpovédné za tvorbu

rychlych excitacnich postsynaptickych potencialt (Lason et al., 2013).
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Antagonisté AMPA a kainatového receptoru (fenobarbital, valproat, topiramat)
vykazuji antikonvulzivni efekt. Jejich nepfiznivé UCinky na pamét a motorickou
koordinaci jedince pfi experimentech na laboratornich zvifatech, jsou méné vyznamné,
nez ty vyvolané ptisobenim na NMDA receptory (Lason et al., 2013).

Do skupiny antiepileptik ptsobicich na glutamatovy receptor fadime na ptiklad
levetiracetam. Puasobi pfimou inhibici exocytdézy neurotransmiteru, glutamatu

(Landmark, 2007).

1.4 Hlavni mezniky postnatalniho vyvoje laboratorniho potkana

a jejich korelace s vyvojem ¢lovéka

Pohyb je funkci nervové soustavy a vyviji se podle geneticky zakédovaného
programu. Postupné dochazi k rozvoji motorickych funkci a reflexd (Vojta, 1995).

Porovnéni vyvoje potkana s vyvojem clovéka je komplikované, protoze potkan
se rodi s dobfe vyvinutymi motorickymi funkcemi, za kterymi ale zaostavaji funkce
senzorické. Piesto je mozné urcit spolecné prvky.

U mlad’at potkand, stejn¢ jako u lidi, dochazi k dozravani centralni nervové
soustavy az po narozeni. Do stadia zralosti centralni nervové soustavy srovnatelného
s novorozencem dospiva kolem desatého dne zivota (Nejedly, 1965). Potkani se rodi
s o¢ima zalepenyma, Oteviraji je az kolem ¢trnactého dne (Altman a Sudarhan 1975).
| pfes to se mezi desatym a dvanactym dnem objevuje prvni reakce na svételny podnét
(Velisek et al., 1992), podobnou korovou odpovéd muizeme pozorovat i u novorozeného
ditcte.

Nejvice zmén probihd béhem prvnich dvou tydnid, kdy dochazi ke zrani
senzorické a motorické kuary a Kkmyelinizaci nervovych vldken (Westerga
a Gramsbergen, 1990). U clovéka také dochazi po narozeni k diferenciaci nervové
soustavy apoptozou nervovych bunék, u potkana k velkému rozdilu mezi poctem

nervovych bunék pted a po narozeni nedochdzi.
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Mozecek dozrava jako posledni u potkant i u lidi. U potkanti k tomu dochézi
mezi 10. a 21. dnem, kdy dozravaji granularni bunky (Westerga a Gramsbergen, 1990),
oproti priblizné Sesti letim u ¢lovéka. Disledky 1ézi mozecku ale miizeme pozorovat uz
pted 15. dnem (Gramsbergen, 1982).

Motorické projevy jsou posuzovany podle spontannich pohybti a vyvoji
posturalni reaktibility. Vyvoj sméfuje ke kvadrupedalni chtzi, ktera je pro potkana je
dominantnim zptisobem lokomoce. Vzptimovani zacind od hlavy a postupuje kranio-
kaudalné (Altman a Sudarshan, 1975).

Obdobi mezi 21. a 25. dnem muzeme pievést na mladsi Skolni vék, tedy
ptiblizné 6. - 12. rok ve vyvoji ¢loveka (Alaverdashvili et al., 2005). Pohlavni zrani
samcl potom probiha mezi 35. a 50. dnem zivota, u samicek diive. Dospélosti potkan
dosahuje v 60. den (Nejedly, 1965).

Posturalni vyvoj zavisi na vyvoji svalové soustavy a kontrole nervového
systému. Pro stabilni vzpfimeni je podstatné posturalni trupové svalstvo a svalstvo
koncetin. Fazickd aktivace musculus soleus zafina 12. den a tonizace srovnatelné

s dosp€lym jedincem dosahuje 21. den po narozeni (Geisler et al., 1993).

1.4.1 0-12 dnii

Altman a Sudarshan pozorovali pfirozenou aktivitu zvifat po dobu tfi minut.
Jiz od prvniho dne mizeme pozorovat elevaci ramennich pletenct a na konci prvniho
tydne Zivota je jiz udrzi nad podlozkou polovinu sledované doby. Béhem prvniho tydne
probihaji spontanni pohyby koncetinami, lateralni pohyby hlavou po podlozce (Altman
a Sudarshan, 1975).

Druhy den se u 50 % jedincti objevuje elevace hlavy na par sekund, paty den uz
u vSech. Laterdlni a wvertikdlni pohyby hlavou jsou pfitomny také pii plazeni
a pivotovani (Geisler et al., 1993). Na rozdil od uvedenych autor, Clarac popisuje

nedokonalé plazeni od druhého dne (Clarac et al., 1998).
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Elevaci hlavy po celou dobu sledovani (3 minuty) Altman a Sudarshan
pozorovali az u tfitydennich mlad’at (Altman a Sudarshan, 1975).

Mezi desatym a dvanactym dnem dozrava opora o horni koncetiny. Dvandcty
den je mladé schopno zvednout jednu koncetinu nad podlozku, aniz by ztratilo
rovnovahu, coz umoznuje chizi po ¢tyfech. Do tohoto obdobi fadime tedy pocatek
kvadrupedalni lokomoce (Altman a Sudarshan, 1975). Chuze je ale nejista, neni jesté

vyvinuta dokonala stabilizace trupu a koncetin (Geisler et al., 1993).

1.4.2 15 dnu

Kolem patnactého dne zivota mldd’ata oteviraji o¢i a se ziskanou zrakovou
kontrolou se usnadiiuje i lokomoce (Altman a Sudarshan, 1975). Chize se vyrazné
meéni. Zadni koncetiny zlistavaji v addukei a ve stojné fazi se neuchyluji do zevni rotace.
Ramena a panev jsou ve stejné urovni, trup i koncetiny jsou zastabilizovany i pfi
pohybu (Geisler et al., 1993). Pohyby hlavou, které byly patrné pouze pii stoji, jsou
ptitomny i pti lokomoci (Gramsbergen, 1998). Zacatkem tietiho tydne zivota se objevuje
vyzrala reakce na otoCeni do supinaéni pozice, dojde k rychlému navratu do pozice
prona¢ni (Altman a Sudarshan, 1975). Od 13. dne se objevuje vztyCovani a 15. dne je
jiz srovnatelné s projevem dospélého jedince (Geisler et al., 1993), doslo tedy
k funk¢nimu dozrani zadnich koncetin. Neobjevuje se ale v takové frekvenci jako

u dospélého (Altman a Sudarshan 1975).

1.4.3 18- 21 dna

Pii elektromyografickém sledovani cCinnosti svalstva dolni koncetiny se
16. az 17. den také projevila aktivace kontralateralnich zadovych svali (sledovano
u musculus longissimus, musculus gastrocnemius), ale 18. den pfevlada aktivita svali
ipsilateralnich (Gramsbergen, 1998).

Od 20. dne zacind velmi aktivni obdobi, kdy mlad’ata rozviji své schopnosti

pfevazné hrou mezi sebou. Chlize prechédzi v béh. Koordinace pohybu a reakce jsou na
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tak vysoké urovni, ze prestava byt mozné provést test oto¢eni na zada, jak je uvedeno
vyse. | pfi testovani geotaktickych reakci vétSina misto cilené reakce utika z ploSiny
(Altman a Sudarshan, 1975). Vyvoj aktivity musculus longissimus 21. dne v prib&hu
lokomoce podle elektromyografického zaznamu odpovida dospélému jedinci
(Gramsbergen, 1998).

Vsichni jedinci by méli byt schopni udrzet se po zavéseni na hrazdu za ptedni

koncetiny (Altman a Sudarshan 1975).

1.4.4 25 dnu

V tomto obdobi vrcholi hravé obdobi a velmi Casté je zapaseni mezi sourozenci.
Motorické schopnosti mladéte jsou srovnatelné s dospélym jedincem. Potkan je schopen
ptizplisobeni pii pohybu po rizném povrchu. Zdokonaluji se také komplexni motorické

vzory, jako je skakani (Altman, Sudarshan, 1975).
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2 CIiLE AHYPOTEZY

Cilem této bakalarské prace bylo shroméazdéni dostupnych dat o nezadoucich
ucincich fenytoinu na motorické schopnosti a nasledné jejich porovnani s vysledky
motorickych testi a determinace piipadnych odchylek v pribéhu vyvoje potkana.
Kucelu prace prob¢hla prvni série pokust na jedenacti zvifatech. Ve skupiné byli
zastoupeni jedinci s dvéma rtiznymi davkami fenytoinu, oboji po ¢tyfech zvifatech,
a kontrolni skupina. M¢étfeni probéhlo v riznych vyvojovych stadiich potkana

a motorické testy byly pfizptisobeny schopnostem odpovidajicim danému stupni vyvoje.

Hypotéza 1
Ho Motorika potkanil neni po opakovaném podani PHT signifikantné zménéna.
Ha  Motorika potkani je po opakovaném podani PHT ovlivnéna oproti kontrolni

skuping signifikantné¢ alespon v jednom testu.

Hypotéza 2
Ho Neni rozdil mezi motorickym postizenim u skupiny s vyssi davkou fenytoinu
a skupiny s davkou nizsi.

Ha  Vedlejsi ucinky jsou patrnéjsi u skupiny s vyssi davkou.
Hypotéza 3

Ho Vedlej$i G€inky jsou stejné vyrazné v prubehu vyvoje.

Ha U mladsich jedinct jsou vedlejsi u€inky vyrazngjsi nez u starSich potkand.
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3 METODIKA

Tato pilotni studie byla provddéna vramci feSeni grantu GACR ¢&islo
P304/12/G069 Fyziologického ustavu Akademie véd Ceské republiky. Experiment byl
schvalen Odbornou komisi Fyziologického ustavu a byl shledan v souladu se zdkonem
Ceské republiky o ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvifat.

Testovani probihalo vzdy za stejnych podminek v zatemnéné, uméle osvétlené
mistnosti se stalou teplotou 23°C a s odvétranim. Testy provadél jeden ¢lovek vzdy ve
stejném poiadi a ve stalou denni dobu, mezi 14:00 a 17:00.

Z technickych divodu probéhlo testovani 12., 15., 19., 22., 25., 31. a 60. den po

narozeni mlad’at.

3.1 Zvirata

K experimentu byli vyuziti samci potkani kmene Wistar. 5. den po narozeni byl
utvofen z tfi vrhii jeden umély vrh o jedenéacti samcich. Zvifata byla chovéna ve
stabilnim prostiedi s pravidelnym svételnym reZzimem po 12 hodinach (6:00 — 18:00).
Ve zvéftinci byla drzena konstantni teplota 22 + 1°C a vlhkost 55 + 5%.

V pribéhu celého testovani bylo se zvifaty zachazeno s maximalni

ohleduplnosti.

3.2 Aplikace fenytoinu

Zvitata byla rozd¢lena do tii skupin. V prvni, kontrolni skupiné, byli potkani tii.
Druha a tfeti skupina byly zastoupeny Ctyfmi zvitfaty. Fenytoin byl podavan mlad’atim
intraperitonedln¢ od 7. do 11. dne po narozeni. Druhd skupina dostavala davku
60 mg/kg, treti skupina 30 mg/kg. Kontrolni skupiné bylo podéno stejné ttislozkové
rozpoustédlo (polyethylenglykol + alkohol + voda), jaké bylo pouzito pro rozpusténi

fenytoinu.
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3.3 Statistické zpracovani dat

Data ziskana z uvedenych testli byla podrobena statistické analyze provedené
softwarem SigmaStat (SigmaStat® SPSS). Nejprve probéhl rozbor dat, zda odpovidaji
Gaussovskému rozlozeni a dle toho bylo uréeno parametrické nebo neparametrické
zpracovani dat. Zakladnim testem je analyza rozptylu ANOVA s naslednym parovym
srovnavanim dat. Nejbéznéji je pouzivan Holm-Sidakiiv test. Hladina statistické

vyznamnosti byla u vSech testovanych dat uréena na P < 0,05.

3.4 Baterie motorickych testi

Testovani zvifat probihalo vzdy ve stejnou denni dobu v laboratofi s konstantni
teplotou a osvétlenim. Zvifata byla podrobena celkem sedmi testiim, které byly pouzity
v rizné kombinaci ve vazbé na vyvoj zvifat. Jednotlivé testy byly provadény vzdy ve

stejném potadi.

3.4.1 Righting on a surface test

Dle Altmana a Sudarshana (1998) dochazi po manualnim ptevedeni z prona¢ni
polohy do polohy supinacni k otofeni zpét ze zad na bficho. V pribéhu vyvoje se
rychlost a zpisob méni. Provedeni testu bylo posuzovéano podle Casu, za ktery se jedinec
byl schopen pietocit. Koordinované pretoeni béhem jedné sekundy bylo brano jako

uspésné provedeni testu. Vyssi hodnoty znaci hor$i koordinaci jedince.
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3.4.2 Bar holding test

Zvite je zavéSeno na hrazdu za piedni koncetiny (obr. 7). Hodnocen je ¢as, po
ktery se udrzi (limitem je 120 s). U starSich je moZné pozorovat vylezeni na hrazdu

s pomoci zadnich koncetin. Pro testovani v ramci nasi studie bylo limitem 80 s.

Obr. 7 — Bar holding test (archiv autorky)

3.4.3 Negative geotaxis test

Potkan je postaven na Sikmou plochu hlavou dold. Spravnou reakci je otoceni
0 180°. (Altman, Sudarshan 1975) Usp&sné zvladnuti testu bylo hodnoceno &islem 1,

jiné reakce €islem 0.

3.4.4 Otoceni a Splh po lané

Potkan je umistén na zavé$ené lano hlavou dola (obr. 8). Vyspélou reakci je
otogeni hlavou vzhiru s piipadnym lezenim nahoru. Usp&$nost byla klasifikovana tfemi
kritérii. Hodnocen byl ¢as, po ktery se potkan udrzi na provaze. Usp&§né otoéeni bylo
hodnoceno ¢islem 1, netispésné ¢islem 0. Lezeni vzhiiru bylo ohodnoceno ¢islem 1, jiné

reakce ¢islem 0. (Altman, Sudarshan 1975)
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Obr. 8 — Otoceni a $plh po lané (archiv autorky)

3.4.5 Test chiize po vodorovném Zebriku

Zvitata jsou umisténa na aparat skladajici se ze dvou plexiskel po stranach
a kovovych pricek, které tvoii vodorovny zebiik. Ten je dlouhy 1 m a je ve vysce 30 cm
nad podloZkou. Usporadani pti¢ek mize byt pravidelné, nebo nepravidelné pro ztiZeni
ukolu. Rozestup pricek pravidelného zebiiku je 1 cm. U nepravidelného jsou pficky
rozmistény dle vzdy stejného schématu se vzdalenostmi od 1 cm do 5 cm (Metz et al.,
2009).

Pro experiment byl pouzit jeden pravidelny Zebiik a jeden nepravidelny
S rozestupy mensimi nez 5 cm, protoze studie probihala pfevazné na mladych jedincich,
kteti by se mohli protdhnout mezi pfi€¢kami a znehodnotit tak pokus. Test byl provadén
vzdy jednou. Hodnocena byla vzdalenost, kterou zviie urazilo, ¢as (limit 90 s) a pocet

chyb. Jako chyba byl pokladan jasny krok vedle nebo sklouznuti nohy z pficky.
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3.4.6 Rotarod

V tomto testu je hodnocena motoricka koordinace, diky které je potkan schopen
udrzet se na rotujicim valci. M¢éfi se latence padu pfi rtiznych rychlostech otaceni. Pri
opakovani jsou testovany i schopnosti u¢eni (Buitrago et al., 2004). V této praci byl test
provadeén vzdy jedenkrat. U 22 a 25 dennich potkant byla pouzita rychlost 5 otacek/min
a 15 otacek/min, u 31 dennich 15 otacek/min a 30 otacek/min. Po 60 sekundach bylo

postupné zvySovano otaceni az k vyssi hodnoté¢.
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4  VYSLEDKY

4.1 Righting on a surface test

Test byl provadén na 12dennich a 15dennich mlad’atech. Ani v jedné skupiné
potkani s davkou fenytoinu nevykazovali odchylky od skupiny kontrolni. U vsech

probehlo otoceni ze zad na biicho béhem jedné sekundy.

4.2  Bar holding test

Test byl provadén ve vSech vyvojovych stadiich, tedy od 15 po 60denni zvitata.
Signifikantni rozdil byl shledan u 25dennich zvifat u skupiny S davkou fenytoinu
30 mg/kg (obr. 9). U 15dennich se objevily nejlepsi vysledky vzdy v kontrolni skupiné.
U 15dennich potkant je pozorovatelny horsi vysledek obou skupin s davkou fenytoinu,
je ale nesignifikantni. Ve zbylych méfenich je tendence velmi rozmanita. U skupiny
s 60 mg/kg davkou fenytoinu bylo subjektivné mozné pozorovat dyskoordinaci pifednich
a zadnich koncetin. Z tabulky miZzeme usoudit méné Casté pady potkanli kontrolni
skupiny od 19dennich mlad’at a nejvétsi frekvence padi u skupiny s vyssi davkou

fenytoinu (tab. 4).

kontrola 60 mg/ kg PHT | 30 mg/kg PHT
15-denni 3/3 4/4 4/4
19-denni 2/3 3/4 3/4
22-denni 1/3 4/4 2/4
25-denni 0/3 4/4 2/4
31-denni 0/3 1/4 1/4
60-denni 0/3 1/4 0/4

Tabulka 4 — Frekvence padu v bar holding testu
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Bar holding
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1 control
ZA 30 mg/kg
80 60 mg/kg
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Obr. 9 — Sloupcovy diagram ukazujici vysledky bar holding testu u 15-60dennich
potkant. Na ose X jsou zndzornény jednotlivé vékové skupiny. Osa Y oznacuje Cas (s),
po ktery se zvifata udrzela na hrazdé.

4.3 Negative geotaxis test

Signifikantni rozdil nevykazala zadna ze skupin 12, 15 a 19dennich potkand, ale

u 19dennich je patrné nejpomalejsi otoceni u skupiny s PHT 60 mg/kg (obr. 10).

Negative geotaxis

s 12

[ Conttrol
22 30 mg/kg
10 60 mg/kg

. 1

NN

12

-
(6]

19 days
Obr. 10 - Sloupcovy diagram ukazujici vysledky testu negativni geotaxe u 12-

19dennich potkan. Na ose X jsou znazornény jednotlivé vékové skupiny. Osa Y
oznacuje ¢as (s) béhem kterého se zvitata otocila o 180°.
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U 19dennich potkant u dvou potkant z kazdé skupiny doslo k utikéni z ploSiny,

test pro n¢ byl ohodnocen ¢islem 0, tzn. nehodnoceno.

4.4 Otoceni a Splh po lané

Test byl provadén na zvitatech 19., 22., 25., 31. a 60. den po narozeni.
Signifikantni rozdil v tomto testu byl prokazan u 19dennich potkand s PHT 60 mg/kg
(obr. 11). U téZe skupiny 22. den po narozeni vysla hladina statistické vyznamnosti
P=0,064. 19. a 22. den také u skupiny s 60 mg/kg davkou fenytoinu doSlo k otoc¢eni
hlavou nahoru jen u jednoho zvifete, v kontrolni skupiné se otocila zvifata vSechna
(tab. 5).

Splh po lan& vzhiiru se objevil poprvé u potkana ze skupiny v nizsi davkou
fenytoinu, a to 19. a 22. den. Od 31. dne jiz lezeni nahoru po lané¢ bylo zaznamenano
u vSech kontrolnich zvitat.

60. den se na lan€ déle nez 1s udrZelo jen jedno zvife, patfilo do skupiny s nizsi
davkou fenytoinu, ostatni se ve vétSin¢ ptipadi, kromé jednoho zvifete ze skupiny

s vyssi davkou, slezli doli.

Rope
s 100
1 Control
=74 30 mg/kg
i 60 mg/kg
80
60 —
40 -
20 4
*
. 2 | WA _ A
19 22 25 31 60 days

Obr. 11 - Sloupcovy diagram ukazujici vysledky testu na lané u 12-19dennich potkani.
Na ose X jsou znazornény jednotlivé vékové skupiny. Osa Y oznacuje €as (s), po ktery
se zvifata udrZela na lané. Statisticky vyznamny rozdil proti kontrolam je oznacen
hvézdickou.
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Otoceni Splh vzhiiru Spusténi dolt
= = =
I T | I I T
o a o o o a
(=2 (@] (=2
© ~ 2 < ~ 2 e ~ 2
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v © (a0) = (o] ™ Y4 (o] (9]

19-denni  |3/3 1/4 4/4 0/3 0/4 1/4 0/3 0/4 0/4
22-denni | 3/3 1/4 2/4 0/3 0/4 1/4 213 0/4 0/4
25-denni | 3/3 3/4 2/4 3/3 3/4 2/4 0/3 3/4 2/4
31-denni  [3/3 4/4 4/4 3/3 1/4 1/4 1/3 4/4 2/4
60-denni | 0/3 2/4 2/4 0/3 0/4 0/4 3/3 3/4 3/4

Tabulka 5 — Frekvence otoceni, $plhani a spousténi dolt pfi testovani na lané

4.5 Test chiize po vodorovném Zebriku

U tohoto testu byl zaznamenan signifikantni rozdil u pravidelného (obr. 12)
I nepravidelného zebiiku (obr. 13), v obou piipadech u 60dennich potkant. Oproti

kontrolni skupiné potkani s 60 mg/kg a 30 mg/kg davkou fenytoinu byli rychlejsi.

Regular horizontal ladder
Time

s 100
80 I
60
40 1

20 A

TR

H é *
e | e | 172
19 22 25 31 60 days
Obr. 12 - Sloupcovy diagram ukazujici vysledky testu chiize po pravidelném
horizontalnim zebtiku u 19-60dennich potkanli. Na ose X jsou znazornény jednotlivé
vekové skupiny. Osa Y oznaluje Cas (s), za ktery zvirata zebiik piesSla. Statisticky
vyznamny rozdil proti kontrolam je oznacen hvézdickou.
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Irregular horizontal ladder
Time
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Obr. 13 - Sloupcovy diagram ukazujici vysledky testu chtize po nepravidelném
horizontalnim Zebtiku u 19-60dennich potkanti. Na ose X jsou znazornény jednotlivé
vékové skupiny. Osa Y oznaCuje ¢as (s), za ktery zvifata zebiik piesla. Statisticky
vyznamny rozdil proti kontrolam je oznacen hvézdickou.

Rozdil v poctu chyb na pravidelném zebiiku byl signifikantni u 22 a 31dennich
zvitat (obr. 14), kdy nejvice chyb udé&lali potkani ve skupiné s 60 mg/kg davkou

fenytoinu a vyrazné nejméné kontrolni skupina.

Number of errors

n 10

1 control
ZZ3a 30 mg/kg

8 60 mg/kg

6 -

4 -

2 - *

0 [ nZ é% ﬁ%é 000

19 22 25 31 60 days

Obr. 14 - Sloupcovy diagram ukazujici pocet chybnych krokd u testu chtize po
pravidelném horizontalnim Zebtiku u 19-60dennich potkanii. Na ose X jsou zndzornény
jednotlivé vékové skupiny. Osa Y oznaCuje pocet chyb. Statisticky vyznamny rozdil
proti kontroldm je oznacen hvézdickou.
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Rozdily v poctu chyb u nepravidelného zebiiku signifikantni nevysly (obr. 15),
ackoliv je zde jasna tendence k horSim vysledkim u skupin s davkou fenytoinu oproti

kontrolni skuping.

Number of errors

ne6
— Control
5 =z 30 mg/kg
EZZ73 60 mg/kg

o I

25 31 60 days

R INNNNNNNNNNNNN—

Obr. 15 - Sloupcovy diagram ukazujici pocet chybnych krokt u testu chiize po
nepravidelném horizontdlnim Zebiiku u 19-60dennich potkanti. Na ose X jsou
znazornény jednotlivé vékové skupiny. Osa Y oznacuje pocet chyb.

4.6 Rotorod

U Zadné ze skupin nebyl prokazan signifikantni rozdil v tomto testu. Je ale jasné
patrnd tendence horSich vysledkli zvifat s davkou fenytoinu oproti kontrolni skupiné
(obr. 16). U 22dennich potkanti s vyss$i i niz§i davkou dosSlo k padu jesté pred
zrychlenim, tedy pii rychlosti Scm/s. Stejné tak ve skupiné s davkou 60 mg/kg
fenytoinu i pfi druhém méfteni (25denni) Zadny potkan nevydrzel vice nez 60 s, a tedy
spadli jiz pfi niz§i rychlosti. Pouze u kontrolni skupiny doslo k udrzeni po celou dobu,

a to u dvou jedinct 25. a 31. den.
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Rotarod
s 140

— Control
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Obr. 16 - Sloupcovy diagram ukazujici vysledky testu na akcelerujicim rotarodu u 22-

NN\

31 days

31dennich potkanid. Na ose X jsou znazornény jednotlivé vékové skupiny. Osa
Y oznacuje latenci padu (s).

4.7 Testovani hypotéz

Hypotéza 1

Ho Byla odmitnuta pro signifikantni rozdily u bar holding testu a testu chlize po
pravidelném a nepravidelném Zebtiku.

Ha  Byla potvrzena, tj. motorika potkanii je po opakovaném podani PHT ovlivnéna
oproti kontrolni skupin¢ signifikantné alespon v jednom testu.

Hypotéza 2

Ho Byla odmitnuta pro signifikantné rozdilny vysledek u poctu chyb skupiny
s 60 mg/kg a 30 mg/kg na pravidelném zebiiku.

Ha  Byla potvrzena, tj. vedlejsi u€inky jsou patrnéjsi u skupiny s vyssi davkou.

Hypotéza 3

Ho Nepodafilo se vyvratit

Ha  V provedenych testech se nepodafilo se prokdzat, ze u mladSich jedinct jsou

vedlejsi ucinky vyrazné€jsi nez u starSich potkani.
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5 DISKUSE

Vedlejsi ucinky fenytoinu pii jeho uzivani v prubéhu gravidity jsou podlozeny
mnoha studiemi. Byly zdokumentovany dlouhodobé dopady na motoriku a motorické
uceni (Wolanski a Azcurra, 2005, Vorhees, 1994). V oblasti kognitivnich funkci bylo
popsano zhorSeni paméti u lidi vystavenych fenytoinu in utero (Meador et al., 1995)
a vliv na pracovni pamét’, prostorovou navigaci (Schilling et al., 1999). Byl také popsan
hydantoinovy syndrom (Nanda et al., 1999). Zménami v oblasti kognitivnich funkcich
po akutnim podani se zabyvali Shannon a Love, ktefi popisuji snizenou schopnost
motorického uceni (Shanon a Love, 2007).

Pro své antikonvulzivni G€inky je fenytoin pouzivan i k lécbé epileptickych
zachvatll u novorozencil, ackoliv jeho vedlejsi ucinky v dlouhodobém horizontu pfti
takovém podani zatim nejsou dostate¢né popsany. V této praci byly uvedeny vysledky
méfeni odchylek v oblasti motoriky v prubéhu vyvoje u laboratorniho potkana po
postnatalnim podani fenytoinu ve stafi korespondujicim s ditétem po narozeni.

Tato problematika byla zpracovana na mySim modelu ve studii zabyvajici se
jednoduchymi motorickymi projevy u mlad’at s davkou fenytoinu podanou po narozeni
(Hatta et al., 1999) a ve studii sledujici vysledky testovani na rotarodu a sledovanim
spontanni lokomoce jedinct (Ohmori et al., 1999). Porovnani s experimentem, ktery je
popisovan v této bakalafské praci, je pon€kud obtizné kvuli pouziti jiného druhu
laboratorniho zvifete a také pro jiny zptisob aplikace fenytoinu.

V nasi studii jsme nepozorovali u provedeni righting reflexu rozdilnou odpovéd’
potkant z jednotlivych skupin. Naopak na mys$im modelu s podanim fenytoinu 2. - 4.
den po narozeni (Hatta a kol.) byl zaznamenan signifikantni rozdil oproti kontrolni
skuping€. Rozdilny vysledek zde miize byt zplsoben vice faktory. Fenytoin byl ve
zminéné studii podavan oralné ve form¢ suspenze (10 mg, 17,5 mg, 25 mg a 35 mg

PHT/Kg ) 2. — 4. den, coz odpovida tietimu trimestru lidské gravidity. My podavali
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fenytoin (rozpustény ve smési ethylenglykolu, alkoholu a vody) 7. — 11. den
intraperitonealn¢. DalSim rozdilem je pouziti Jcl:IRC mysi oproti potkanim Wistar.

Pii testovani bar holding byl signifikantni rozdil dosazen jen pii porovnéni
kontrolni skupiny a skupiny s davkou 30 mg/kg PHT 25. den. Kratsi latence padu byla
patrna i u skupiny s 60 mg/kg PHT, ale byly zde velké odchylky. U skupiny s vyssi
davkou fenytoinu bylo mozné subjektivné sledovat horsi motorickou koordinaci a ataxii
dolnich koncetin. 60. den uz u vSech jedinc byl test ukoncen védomym seskokem
zvitete z hrazdy.

U testu negativni geotaxe nevykazala signifikantni rozdil Zadna ze skupin zvitat.
Test byl provaddén pouze dvakrat, 12. a 15. den po narozeni, protoze potom uz zvifata
utikala z ploSiny a znemoznila tak dalsi testovani.

Pfi testovani otoCeni a Splhu po lan€ byl prokazan signifikantni rozdil
u 19dennich potkant s PHT 60 mg/kg a u 22dennich potkant vysla hladina statistické
vyznamnosti P=0,064. U 19 a 22dennich zvitat s 60 mg/kg davkou doslo k otoceni
hlavou nahoru u méné jedinci nez v kontrolni skuping. 60. den po narozeni se na lané
potkani z morfologickych duvoda neudrzeli.

Test chiize po vodorovném zebiiku ukézal signifikantni rozdily v pravidelné
anepravidelné modifikaci i v po¢tu chyb na pravidelném zebiiku. 60denni potkani
s davkou fenytoinu 60 mg/kg a 30 mg/ kg ptesli oba Zebtiky za signifikantné kratsi Cas
neZ kontrolni skupina. To mohlo byt zpiisobeno zménami v oblasti prostorové paméti
a uceni, které popisuje Schilling (Schilling et al., 1999). Pocet chyb byl signifikantné
vys§i u skupiny s 60 mg/kg davkou PHT oproti kontrolni skupiné u 22 a 31dennich
zvitat. Primérny pocet chyb u nepravidelného Zebiiku byl niZSi nez u pravidelného
u vSech skupin. To mlze byt zplisobeno potadim testl, kdy prvni absolvovali potkani
vzdy pravidelny Zebiik a aZ poté nasledoval pfechod nepravidelného zebtiku.

Nejvice se problematikou piisobeni fenytoinu podaného po narozeni
zabyval Forcelli se svym tymem. Analyzovali vyvoj motorické koordinace a spontanni

lokomoce potkani po podani fenytoinu 7., 8., 9., 11., 12. a 13. den po narozeni
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(Forcelli et al., 2012, a). Pro experiment, ktery je soucasti této prace, byla zvolena
aplikace latky 7. — 11. den po narozeni. Je zde tedy rozdil v podani latky, ktery mohl
zapfi€init, mimo jiné vlivy, neshodné vysledky. Porovnani motorické koordinace na
askcelerujicim rotarodu je obtizné mimo jiné proto, Ze pro studii Forcelliho a kol.
probihalo testovani opakované s prestdvkami mezi jednotlivymi pokusy (celkem 10x
vramci kazdého méfeni). V ramci naSeho experimentu byla zvifata na rotarodu
testovana pii kazdém méfeni jen jednou, nebylo tedy popsano motorické uceni.

Forcelli a kol. zdokumentovali signifikantné kratsi latenci padd u skupiny
s fenytoinem oproti kontrolni skupingé. 22. den jsme u skupiny s 60 mg/kg davkou
fenytoinu pozorovali vétsi zhorSeni motorické koordinace a zaznamenali CastéjSi pady
jesté pred zrychlenim rotarodu. I pii dalSich méfenich jsme vidéli u skupiny s vyssi
davkou nejhorsi vysledky. Tyto zmény ale nebyly signifikantni. To pfisuzuji nizkému
poctu probandti a tomu, Ze test byl provadén vzdy pouze jedenkrat.

K nazoru, ze fenytoin nemusi v dospélosti mit vliv na zhorSeni motorickych
schopnosti, dospé€l po analyze provedeni testu na akcelerujicim rotarodu Ogura a kol.
Neprokazali signifikantni rozdil u mysi, kterym byl podén fenytoin, oproti kontrolni
skupiné. Ptresné porovndni s timto experimentem ale neni mozné z divodu pouZiti
jiného druhu zvifat a také pro rozdilny princip aplikace. Podavali fenytoin od 5. do 14.
dne po narozeni tsty ve formé suspenze v mnozstvi 35 mg/kg (Ogura et al, 2002).

Lokomoci hodnotili Forcelli a kol. testem open field, u kterého vysly
nesignifikantni rozdily v urazené vzdalenosti, ale byl prokazan rozdil v chovani
a aktivité¢ potkant v pribéhu testu. Potkani s ddvkou fenytoinu stravili vice Casu
Vv centralni ¢asti pole oproti kontrolni skupiné.

Subjektivnim hodnocenim motivace probandi v pribéhu testovani vychéazeji
jako nejaktivnéjsi potkani ze skupiny s PHT 30 mg/kg. To se neshoduje se studii Ogury
a kol. sledujici motivaci u mysi. Popsali na testu nuceného plavani krat$i dobu plavani
my$i s PHT v porovnani s kontrolni skupinou, coz by svéd¢ilo o slabsi motivaci. Jejich

vysledky ale nebyly prokézany jako signifikantni.
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V oblasti vlivu fenytoinu na kognitivni funkce muzeme porovnat vysledek
Forcelliho a Ogury, ktefi pomoci Morrisova vodniho bludisté testovali prostorovou
orientaci. Studie na potkanech (Forcelli a kol.) neprokédzala poskozeni paméti
a orientace v prostoru (Forcelli et al., 2012, a). Naopak experiment na mySich (Ogura
a kol.) prokdzal signifikantni rozdil pti lokalizovani skryté ploSiny mezi skupinami
SPHT a bez, ktery se zvyraznil opakovanim testu (Ogura et al., 2002). Rozdilny
vysledek muze byt zplsoben pouzitim jiného laboratorniho zvifete a odliSnym
schématem davkovani fenytoinu — 5. — 14. den po narozeni (Ogura a kol.) versus 7., 8.,
9.,11.,12. a 13. den po narozeni (Forcelli a kol.).

Na vysledcich zminénych autord i potkanii z na$i studie, kterym byl podan
fenytoin, je patrna véEtSi nemotornost a horSi motorickd koordinace (viz vysledky
rotarodu), ale zmény nevySly signifikantni, pravdépodobné z ditvodu malého poctu
probandl. Totéz pozoruji u vysledki nepravidelného Zebiiku, kde je jasna tendence
Kk vétsimu poctu chyb u skupin s obéma davkami PHT. Z divodu velkého rozptylu dat
nebyly prokézany signifikantni zmény ani v jednom méfeni, ale je zde patrna tendence
ke zménénému provedeni motorickych testli potkanti s PHT Vv porovnani s kontrolni
skupinou.

Ptesto u nekterych testd (Cas pfechodu pravidelného a nepravidelného Zebiiku,
pocet chyb u pravidelného zebtiku, bar holding test, test na lan¢) se signifikantni rozdil
objevil i pfes maly pocet porovnavanych zvifat. Proto je nutné tuto studii rozsifit

testovanim vétsiho poctu probandi.
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ZAVER

Cilem této prace bylo shrnout dostupné informace o vedlejSich ucincich
fenytoinu s dirazem na vliv na motoriku a koordinaci a tyto poznatky nasledné
porovnat s prvni sérii pokust na 11 laboratornich potkanech.

V ramci na$i pilotni studie byly testovany tii skupiny potkan s riznymi
davkami fenytoinu (PHT 60 mg/kg, PHT 30 mg/kg, kontrolni skupina) baterii
motorickych test a jejich vysledky byly nasledné statisticky zhodnoceny.
Zaznamenano bylo i subjektivni hodnoceni. Ze vSech testl se signifikantni rozdil
vyskytl u 25dennich potkani s PHT 60 mg/kg pii bar holding testu. Statisticky
vyznamné vysledky se ukazaly také u testi na pravidelném a nepravidelném
horizontalnim Zebtiku, a to v Casu prechodu pravidelného a nepravidelného Zebiiku
u 60dennich potkant s PHT 60 mg/kg a v po¢tu chyb pii ptechodu pravidelného zebiiku
U 3ldennich potkant s PHT 60 mg/kg. Signifikantni byl také rozdil u 19dennich
potkanil pii testu na lané. Vyrazné kratsi Cas, po ktery se zvifata udrzela, byl patrny
I U 22dennich potkanti, ale nevysel jako statisticky vyznamny (P=0,064).

Také u dalSich testl byla patrna tendence k hor§im vysledkim potkani s vyssi
davkou fenytoinu, naptf. u rotarodu a poctu chyb pii ptechodu nepravidelného
horizontalniho Zebiiku, ale z divodu velkého rozptylu dat nebyly rozdily prokézany
jako statisticky vyznamné.

Z nasi studie vyplyva, Ze fenytoin po podani 7. — 11. den po narozeni ovliviiuje
motoricky projev a koordinaci potkant. Je pravdépodobné, Ze vedlejsi ucCinky na
motoriku se mohou objevit 1 u déti, které fenytoin uZivaji ¢asné¢ po narozeni. Pro
piesnéjsi popsani jeho vlivu je ale nutné rozsifit stavajici studii vétSim poctem zvirat

a doplnit ji o dalsi testy.
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6 SOUHRN

V této praci jsou shrnuta dostupna data o vedlejSich ucincich fenytoinu na
motoricky vyvoj, jejich porovnani mezi sebou a se studii na 11 laboratornich potkanech,
ktera byla v ramci prace provedena. Prace obsahuje kapitoly o fenytoinu, epilepsii,
principu puisobeni antiepileptik, postnatalnim vyvoji potkana od narozeni po dospélost
(60 dnti po narozeni) a praktickou ¢ast.

Potkaniim byl intraperitonedlné podavan fenytoin v davkach 60 mg/kg,
30 mg/kg a jeho u¢inky byly porovnavany s kontrolni skupinou. Aplikace probéhla 7. —
11. den po narozeni mlad’at, v obdobi korespondujicim s perinatalnim obdobim vyvoje
¢lovéka. V ramci kazdého méfeni potkani podstoupili baterii motorickych testl, ktera se
skladala z hodnoceni righting reflexu, bar holding testu, negativni geotaxe, otoceni
a $plhani po lan¢ a testu chiize po pravidelném a nepravidelném zebiiku. Testy byly
zafazeny s ohledem na stupeil vyvoje potkana.

Zaznamenali jsme tendenci k horS$im vysledkim skupiny s PHT 60 mg/kg u vice
testll. Signifikantni rozdil se vyskytoval u vysledkl bar holding testu, ¢asu pfechodu
pravidelného a nepravidelného Zebtiku, poctu chyb na pravidelném Zebtiku a testu doby
udrzeni na lané. Ztoho vyplyva, Ze u potkana ovliviiuje podani fenytoinu jeho
motorické schopnosti a schopnosti koordinace, ktery je vyraznéjsi pii podani vyssi

davky, ale neméni se se stafim potkana.
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PRILOHY

Priloha ¢. 1: Bar holding test

(hodnocen ¢as v sekundach)

12.den |15.den |19.den |21.den |25.den |31.den |60.den
1 - 5 13 80 80 80 2
2 - 7 80 8 80 80 5
3 - 9 12 80 80 9 1
4 - 4 58 60 50 22 4
5 - 4 80 21 49 31 7
6 - 8 10 73 54 8 2
7 - 2 14 36 51 13 4
8 - 2 4 37 14 21 11
9 - 4 80 80 80 80 8
10 - 4 29 80 80 80 13
11 - 5 8 41 53 80 4
Vysvétlivky:
- ... nchodnoceno

Priloha ¢. 2: Negativni geotropismus

(hodnocen ¢as v sekundach)

12.den |15.den |18.den |21.den |[25.den |31.den |60.den
1 4 10 0 - - - -
2 4 9 6 - - - -
3 3 5 0 - - - -
4 5 7 15 - - - -
5 9 3 0 - - - -
6 3 8 6 - - - -
7 7 5 0 - - - -
8 7 6 0 - - - -
9 6 8 4 - - - -
10 9 9 5 - - - -
11 4 4 0 - - - -
Vysvétlivky:
- ... nehodnoceno
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$plh na lané

ceni a

Priloha €. 3: Oto

(hodnocen ¢as v sekundach, otoc¢eni, Splh a spusténi)

njop Jugignds| | | T @ T T T T T T @

ninyza ydg | | [ ||| olo|o

njop Jugisnds | < | @ o|o|o juagojo| @[ @[ o] O | =] = o|o| -
_J.\__UF_N>P__QMOOOO oO| O« COU.O©1111111 11“
_cwwouollll o] EOUEWamJQmOOlllll —|lo|lo
uap g m| 38| S| = ~N[R3 napyzaypds| = 7| | 2 T 2| el ]| |
njop Jugisnds | 2| 2| @ o|lo|o juagoyg | | = = = | JEPY QY -
ninyza ydg | 2| 2| © o|o| - usp '1g 8| 8| | 1| | | me
juapoyol | | | | ] njop juaisnds| | @[ | | o | = | o] o
usp 6T | Q[ S| RN ninyza ydg < | | | T T @] o |
usp'st | L, N _cwwou.ol A= | | O O |
uspreT )| usp's7 3| 33| H| 3| S 3® " 3|3

Vysvétlivky:

.. nehodnoceno

ano

ne
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Piiloha €. 4: Chuze po pravidelném Zebiiku

(hodnocen ¢as v sekundach, pocet chyb a urazena vzdalenost)

12.den | 15. den | 19. den 22.den
i %
(@] (o]
> > 3 > > 3
~ e} Nl ~ o) \©
3 g g 3 g I
1 - - 90 0 100% 20 1 100%
2 - - 30 1 100% 18 0 100%
3 - - 90 1 100% 19 1 100%
4 - - 90 0 0% 90 1 33%
5 - - 90 4 33% 14 3 100%
6 - - 90 10 50% 90 5 100%
7 - - 90 7 50% 40 5 100%
8 - - 90 0 0% 90 5 50%
9 - - 30 4 100% 90 10 50%
10 - - 90 3 33% 90 7 50%
11 - - 23 3 100% 12 4 100%
25. den 31.den 60. den
b @ b
2 2 2
> > o > > o > > o
~ o) ] ~ e N ~ e o]
%) > o] [7,) > o (%) > o]
© < N [ e N [¢°] < N
>Q [6) > >Q @) > >Q 8] >
1 9 2 100% 69 0 100% 18 0 100%
2 18 0 100% 18 0 100% 29 0 100%
3 9 3 100% 10 1 100% 28 0 100%
4 90 0 33% 10 2 100% 8 0 100%
5 39 1 100% 10 1 100% 9 0 100%
6 12 2 100% 7 0 100% 5 0 100%
7 90 2 50% 18 0 100% 17 0 100%
8 9 2 100% 2 100% 8 0 100%
9 9 0 100% 7 1 100% 6 0 100%
10 6 1 100% 6 2 100% 11 0 100%
11 12 0 100% 12 1 100% 36 0 100%
Vysvétlivky:
- ... nehodnoceno
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Piiloha €. 5: Chuize po nepravidelném Zebiiku

(hodnocen ¢as v sekundéch, pocet chyb a urazena vzdalenost)

12.den | 15. den | 19. den | 22. den 25. den
i I
> A 5
o £ = %] £ 3
S S S >0 S S
1 - - - 12 0| 100% 20 0| 100%
2 - - - 60 1| 100% 18 1| 100%
3 - - - 30 3 100% 23 1| 100%
4 - - - 23 7| 100% 50 2| 100%
5 - - - 90 2| 100% 52 1| 100%
6 - - - 25 2| 100% 13 1| 100%
7 - - - 90 6 66% 90 2 50%
8 - - - 13 6| 100% 10 2| 100%
9 - - - 90 2 25% 23 1| 100%
10 - - - 7 5 100% 15 2| 100%
11 - - - 90 1| 100% 35 1| 100%
31.den 60. den
I3 z
> > ic) > > E
a2 g %] £ 03
S S S >0 S >
1 36 1| 100% 50 0| 100%
2 12 0| 100% 90 0| 100%
3 32 1| 100% 90 0| 100%
4 12 2| 100% 37 1| 100%
5 22 0| 100% 25 1| 100%
6 10 2| 100% 25 0| 100%
7 31 2| 100% 53 0| 100%
8 48 3| 100% 40 0| 100%
9 10 1| 100% 17 0| 100%
10 11 0| 100% 58 0| 100%
11 14 2| 100% 34 0| 100%
Vysvétlivky:
- ... nehodnoceno
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Priloha ¢é. 3:

(hodnocen ¢as v sekundach, dosazena rychlost otdCeni rotarodu pfi a pady)

12.den |15.den |19.den |22.den
cas rychlost |pad
1 - - - 81 15 1
2 - - - 109 15 1
3 - - - 5 5 1
4 - - - 8 5 1
5 - - - 13 5 1
6 - - - 8 5 1
7 - - - 28 5 1
8 - - - 41 5 1
9 - - - 40 5 1
10 - - - 70 5 1
11 - - - 40 5 1
25.den 31.den 60. den
cas rychlost |pad cas rychlost |pad
1 120 15 0 27 19 1 -
2 120 15 0 120 30 0 -
3 37 5 1 120 30 0 -
4 52 5 1 60 30 1 -
5 18 5 1 23 18 1 -
6 19 5 1 52 30 1 -
7 61 5 1 65 30 1 -
8 60 5 1 76 30 1 -
9 27 5 1 43 30 1 -
10 116 15 1 23 24 1 -
11 68 5 1 30 30 1 -
Vysvétlivky:
- ... nehodnoceno
I...ano

0...ne
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