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SEZNAM ZKRATEK

3-APHPA - kyselina 3-aminopropyl(hexyl)fosfinicka

3-APPA - kyselina 3-aminopropylfosfinicka

A - kontrolni skupina

AVCR - Akademie véd Ceské republiky (vefejna vyzkumna instituce)

B - skupina ovlivnéna baclofenem

C - skupina ovlivnéna CGP 35348

Ca’* - ion vapniku

CGP 13501 - 3,5-bis (1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-a,a-dimethylbenzenepropanal
CGP 35348 - kyselina 3-aminopropyl(diethoxymethyl)fosfinicka

CI"-ion chloru

CNS - centralni nervova soustava

DMO - détska mozkova obrna

GABA - kyselina gamma-aminomaslena

GABAA, - jeden ze tii typl receptoru, jehoz ligandem je Kyselina gamma-aminomaslena
GABAg - jeden ze tfi typu receptoru, jehoz ligandem je Kyselina gamma-aminomaslena
GABA - jeden ze tfi typl receptoru, jehoz ligandem je kyselina gamma-aminomaslena
GABAGgRL1 - jedna ze dvou podjednotek GABAg receptoru

GABAGgR1, - jedna ze dvou variant podjendotky GABAgR1

GABAGgR1, - jedna ze dvou variant GABAgR1

GABAGgR2 - jedna ze dvou podjednotek GABAg receptoru

GAD - glutamat-dekarboxylaza

GTP - guanosintrifosat

IPSP - inhibi¢ni postsynapticky potencial

K- ion drasliku

NS - nervova soustava

P - postnatalni den laboratorniho potkana, napt. P1 = den, ve kterém mladé dosahlo
veku 1 den

PNS - periferni nervova soustava

SK&F 97541 - kyselina 3-aminopropyl(methyl)fosfinicka
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UvVOD

GABAg receptory, jejichz pfirozenym agonistou je kyselina gamma-
aminomaselna (GABA), se vyskytuji v centralni a autonomni nervové soustaveé. Po
ovlivnéni agonisty vykazuji mnoho dileZitych funkci, mezi které patii antinociceptivni
a antitusivni u€inky, relaxace kosterniho i hladkého svalstva a esofagalniho sfinkteru,
inhibice adenylat cyklazy a potlaceni drogovych zavislosti. Antagonisté vykazuji
antidepresivni G¢inky a posileni kognitivnich funkci. Antiepilepticky efekt vykazuji
antagonisté jenom v modelech epileptickych absenci.

I pres tento vycet terapeuticky zajimavych efektii se v praxi nejéastéji vyuziva
myorelaxacéni ucinek zprostiedkovany jedinym doposud klinicky dostupnym agonistou,
baclofenem. Tohoto se vyuziva u pacientl se spasticitou rozlicného ptivodu.

Baclofen je mozné podavat dvéma zptsoby, ordlné ¢i pomoci intrathekalni
pumpy, ktera latku dostane piimo na misto zadaného ptisobeni, tedy do michy. S tim
souvisi 1 nizsi pocet nezddoucich uc¢inkd, jelikoz stac¢i mensi mnozstvi nez u oralniho
podani. V této studii je baclofen aplikovan intraperitonealné, coz je shodné s oradlnim
podanim v tom, ze latka prchazi jatry.

Myorelaxaénich ucinki baclofenu je vyuzivano jak u dospélych tak u déti.
Nejnizsi vék, kdy je baclofen indikovén, jsou tii roky. Uginky v niZ§im véku nejsou
pfiliS objasnény a v praxi vyuZivany. To nejspiSe prameni z faktu, Ze podle provedenych
studii byly zjistény odlisné farmagologické ucinky GABAg receptort ve zralém a
nezralém mozku. Stejné tak GABA, jezZ je v centralni nervové soustavé znadma jako
hlavni inhibi¢ni neurotransmiter, pisobi na nejcasnéjsich stadiich vyvoje excitacné.
Jaky maji ovSem tyto poznatky realny dopad na vyvoj jedince nebylo doposud
objasnéno a praveé na tuto oblast se tato prace zamé&fuje.

Kromé indikovaného puisobeni baclofenu v ramci terapie spasticity mize byt
jedinec vystaven piimému plisobeni této 1atky jiz v intrauterinni fazi vyvoje a to
Vv piipad¢, Ze ji matka uZiva. Baclofen sice neni kontraindikaci t€¢hotenstvi a dle
dostupnych kazuistik je jista Sance, ze bude novorozenec bez néasledkl pisobeni této
latky. Na druhou stranu ovSem existuji zdokumentované ptipady poukazujici na
nezanedbatelny vyskyt abstinen¢nich pfiznakl u novorozencti a to praveé z divodu
intrauterinniho ptisobeni baclofenu a jeho absenci po narozeni. Jedina zatim prokazana

terapie probihd prostiednictvim opétovného podani baclofenu a to v pravidelnych,



postupné se snizujicich davkach. Podle vySe zminénych kazuistik novorozenecké
abstinen¢ni pfiznaky vymizi bez dalsich nasledkli. Zda ovSem toto ovlivni motoricky
vyvoj jedince, neni prokazano.

Potkan jako laboratorni zviie byl vybran z davodu, Ze se jednd o jednoho z
velmi mala Zivocichd, jehoz nervovy systém a jeho vyvoj je detailnéji prozkouman a u
n¢hoz se mlad’ata rodi ve vice nezralém stadiu nervové soustavy nez je tomu u ¢loveka.
To umoziuje ovlivnit mlad’ata brzy po narozeni a simulovat tak zmény, ke kterym mutize
u Clovéka dojit v prenatalnim obdobi. Dale, i pfes nékteré odlisnosti mezi vyvojem
potkana a ¢lovéka, existuje mnoho podobného. V neposledni fade¢ je vyhodou jeho
ekonomické dostupnost.

Tato studie je zaméfena na ovlivnéni motoriky prenatdlnim plisobenim
baclofenu a CGP 35348, coz je antagonista GABAg receptort a to prostiednictvim

opakované aplikace téchto latek a nasledného testovani na laboratornich potkanech.



1 PREHLED POZNATKU

1.1 Potkan jako laboratorni zvire

1.1.1 Historie

Prvni dikazy o pfitomnosti hlodavcl pochazeji z Asie a Severni Ameriky a jsou
datovany na staii 54 miliond let (Meng et al., 1994). Rod rattus (krysa) byl poprvé
zaznamenan pied 5-6 miliony lety (Verneau et al., 1998) a to ve Stfedomofi, Asii a
Australii (Krinke, 2000). Dnes nejrozsitenéjsi zastupci tohoto rodu, Rattus norvegicus
(potkan hnédy) a Rattus rattus (krysa obecnd), pochazi ze severni Asie a Mongolska a
zJizni Asie a Indie. Z téchto regioni se do ostatni Casti svéta rozsifily v obdobi
Stiedovéku (Krinke, 2000). Rattus norvegicus se poprvé vyskytl v Evropé nejpozdéji
v 18. stoleti (Krinke, 2000). Nasledujici stoleti byli rtizné zbarveni potkani Rattus
norvegicus chytani a predev§im v obdobi hladomoru prodavéani na jidlo ¢i na Rat-
baiting contests, specialni soutéze v lovu potkand. Pro laboratorni praci byl potkan
poprvé pouzit na zacatku 19. stoleti a jednalo se o albinotického Rattus norvegicus
(Rattus norvegicus var. alba) — bylo to prvni domestikované zvite chované vyhradné pro
laboratorni ucely (Richter, 1954), pficemz pravé ztohoto druhu byly vyslechtény
dodnes nejpouzivanéjsi poddruhy laboratornich potkanti — Wistar, vyslechtén roku 1909

ve Wistar Institute, a Sprague Dawley (Krinke, 2000).

1.1.2 Duvody uziti potkana jako laboratorniho zviiete

Diky vyse popsanému bohatému vyskytu v riznych castech svéta a ztoho
plynouciho raného pouziti ve vyzkumnych pracich, se potkan stal nejprozkoumanéj$im
a doposud nejlépe popsanym funkénim modelem systému savcl, a tedy nejlépe
zmapovanym laboratornim zvifetem. Zaroven je tento druh hlodavce dostupny ve
velkém mnozstvi poddruhil s rozliSnymi rysy. Z hlediska ekonomického je moZné
odchovat pomérné velké mnozstvi jedinct za nizké naklady (Krinke, 2000). Zaroven se
potkani rodi v raném stadiu neuroontogeneze, coZ umoziuje pozorovani a testovani
nezralych jedinci v postnatdlnim obdobi. Mimoto je pomérné¢ mnoho zndmo o vyvoji
jejich centralni nervové soustavy, michy, descendentnich drah a vyvoji svalového

aparatu (Gramsbergen, 1998).
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Diky témto ojedin€lym ptednostem je dnes potkan velmi cennym védeckym
objektem (Jacob et al., 1995) hojné pouzivanym napiiklad v oblastech imunobiologie,
experimentalni mediciny zamétfenou na transplantaci, artritidu, diabetes mellitus obou
typt ¢i hypertenzi a samoziejmé v oblasti neurovéd (Krinke, 2000). K laboratornim

uceltim se pouzivaji jak albinoti¢ti potkani, tak pigmentovani (Sengupta, 2011).

1.1.3 Motoricky vyvoj

Vyvoj potkana po narozeni, jak z hlediska motoriky, tak psychickych a
socialnich aspektt, je zasadni a nedilnou soucésti studii zahrnujicich testovani na téchto
zvitatech.

Podle Altmana a Sudarshana (1975) je vyvoj lokomoce mozno rozdélit do tii
fazi. Behem prvniho tydne je dominantni pivotovani, které v druhém tydnu prechézi do
velmi nejisté a pomalé chiize a v pritb¢hu tretiho tydne zraje kone¢ny vzor chiize a béh.
V nasledujicim textu jsou detailnéji popsany mezniky postnatalniho vyvoje potkana.

Prvni tyden: Béhem prvniho tydne po narozeni nejsou mlad’ata schopna zadné
vyrazné lokomoce, koncetiny jsou vétSinou natazené, volné€ lezici na podloZce (Altman
a Sudarshan, 1975). Jiz prvni den po narozeni je mladé pii plavani schopno vzajemné
koordinace mezi koncetinami. Od 4. az 5. dne je mozné pozorovat spontanni aktivitu
pfednich koncetin a od konce prvniho tydne pivotovani, tedy opakované¢ pohyby
pfednich koncetin bez pomoci zadnich (Altman a Sudarshan, 1975). Pivotovani je
povazovdno ze predominantni formu motorické aktivity vtomto véku (Altman a
Sudarshan, 1975). Zaroven jsou zvifata v prona¢ni poloze schopna zvednout hlavu nad
podlozku (Geisler et al., 1993). Dle Altmana a Sudarshana (1975) je toto mozné
nejdiive 8. den, pficemZ béhem prvniho tydne po narozeni zlistdva ventralni strana téla
zvifete na zemi.

Druhy tyden: Okolo 8. dne je mlad¢ schopné stat na vSech Ctyfech a uskutecnit
par kroka (Gramsbegren, 1998). Od 12. dne jsou zvifata schopna zvednout jednu
z ptednich koncetin, aniz by ztratila rovnovahu (Altman a Sudarshan, 1975) a od
12. — 13. dne se vyviji chlize, jeZ je pomald a vravorava (Geisler et al., 1993). Ve dnech
14 — 15 zvitata otviraji o¢i (Altman a Sudarshan, 1975).

Tteti tyden: Od 15. — 16. dne je chilize jiz plynulejsi a jeji rychlost se zvySuje.
Vyviji se tak dospély vzor chiize, pfi¢emz pohyby hlavou, do té doby mozné jen béhem
stani, jsou pfitomny i pfi chlizi (Gramsbegren, 1998). Hlava je zéroven drZena nad

podlozkou minimalné po dobu tii minut (Altman a Sudarshan, 1975). Od 18. do 21. dne
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postupné nartstd schopnost zvednout se na zadnich koncetindch (vztyCovani) a
kompletné dozravaji lokomoc¢ni schopnosti (Altman a Sudarshan, 1975).

VysSe uvedené schopnosti ve spojeni s vékem potkana plati v ptipadé pohybu
zvifete v "Open fieldu", tedy volném prostoru bez nutnosti vykonani jakéhokoliv
pohybu naptiklad z divodu strachu ¢i pocitu ohrozeni. OvSem pii zménénych
podminkach je mozné vyvolat né¢které pohybové vzory jiz dfive (Altman a Sudarshan,
1975).

Motoneurony inervujici u potkana posturalni svaly, a velmi pravdépodobné to
plati i pro ¢lovéka, jsou pomoci dendritii propojeny ve svazcich. Tyto dendrity zacinaji
vytvafet zminéné svazky v obdobi, kdy se zacind vyvijet dospély vzor posturalni
kontroly. Z neurofyziologického hlediska jsou tato spojeni zodpovédna za synchronni
aktivitu motorickych jednotek daného svalu inervovanych z odliSnych miSnich
segmentl. Z toho vyplyva, ze vyvoj dospélého vzoru posturalni kontroly v pribéhu
lokomoce zavisi na stupni vyvoje descendentnich drah ze suprasegmentalnich struktur

(Grmasbergen, 1998).

1.1.4 Srovndani vyvoje potkana a clovéka

Na prvni pohled se mlze zdat, ze vyvoj potkana a ¢lovéka je pomérné odlisny a
to diky velkym rozdilim v dobé€ trvani prenatalniho a postnatalniho vyvoje (Vinay et al.
2005). Také podle Rice a Barona (2000) plati, ze sled d&jii a procest odehravajicich se
béhem vyvoje je mezi zivocisSnymi druhy srovnatelny, ovSem délka jejich pribéhu se
lisi.

Konkrétné u hlodavet, a tedy i1 potkanti, probih4 vyvoj jednotlivych ¢asti mozku,
jehoz soucasti je v obou piipadech synaptogeneze a myleinizace zacinajici ve stadiich
embrya (Rice a Barone, 2000), fddové ve dnech, kdezto obdobny proces u ¢loveka se
odehrava v tydnech az mésicich, pficemz jak jiz vySe zminéno, sled téchto zmén je u
Cloveka a potkana velmi podobny (Rice a Barone, 2000). Podle Vinay et al. (2005) je
mozné pozorovat napadné podobnosti v postnatalnim motorickém vyvoji, kdyz
porovname vyvoj potkana ve dnech a vyvoj Clovéka v mésicich. Dale se u obou
zivoCichit vyvoj centrdlni nervové soustavy odehrdva ve smeéru rostrokaudalnim
(kraniokaudalnim) (Rice a Barone, 2000) a od proximalnich struktur smérem
k distalnim (Rice a Barone, 2000; Vinay et al., 2005). Dalsi podobnost je patrna v
nezralosti motorickych funkci v dobé narozeni (Vinay et al., 2005). Naopak mezi vétsi

odliSnosti mezi potkanem a ¢lovékem patii velikost a struktura mozkové tkané€. Prvni
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jmenovani maji hladkou, lisencefalickou, mozkovou tkan s méné zastoupenym
neocortexem, kdezto mozek Cloveka tvoii zdhyby, tkan je tedy gyrencefalickd, coz
prameni z naopak fylogeneticky velké expanze neocortexu (Rice a Barone, 2000).

Je také dulezité poznamenat, ze fyziologicka prestavba a zmény nervového
systému, jez jsou zavislé na zevnich stimulech a vlivech a genetickych ptedpokladech,
pokracuji 1 v pritbéhu dospélosti a jsou oznacovany pojmem nervova plasticita (Rice a
Barone, 2000).

VysSe zminény Casovy pomér dle Vinay et al. (2005), ktery je mozny aplikovat
na srovnani postnatalntho motorického vyvoje, ovSem nelze vyuzit v piipade
prenatalniho zrani centralni nervové soustavy (Vinay et al, 2005). V tomto ptipadé je
tteba pouzit jiny model, podle kterého prvni postnatalni tyden potkana, ktery je zdsadni
pro sestup descendentnich drah do lumbalni oblasti a v kterém se odehrava velka ¢ast
vyvoje posturalni kontroly (Altman a Sudarshan, 1975), koresponduje se staifim Ctyt
meésict lidského plodu (Clancy et al., 2001). Vyvoj sestupnych drah je u potkana
ukonéen na konci druhého tydne (Vinay et al., 2005)

Na zéklad€ vyse uvedenych idajii je mozné shrnout, Ze ac¢ se vyvoj ¢loveka a
potkana v nékterych ohledech 1isi, pti bliz§im prozkoumani jsou patrné vyznamné
podobnosti, a to pfedev§im v jednotlivych procesech vyvoje a jejich prubéhu. Aby se
medicina a s ni souvisejici nelékaiské obory mohly kontinualné vyvijet, je tieba prevést
aktudlni teoretické znalosti do praxe. V n¢kterych piipadech je toto ovSem pfili$
rizikové na to, aby dané postupy mohly byt aplikovany rovnou na clovéka. Proto je
tteba jiny zpusob, jak provéfit jejich bezpecnost a efektivitu. Zaroven v nékterych
zkoumanych oblastech, u kterych byl doposud proveden nedostatecny pocet studii, je
mozné se pouze domnivat, Ze vysledky zjisténé u zvifat budou platit i u lidi. Je tedy
zapotiebi novych studii, které nebudou diilezité pouze pro jejich vysledky, ale mohou

zaroven fungovat jako platné zdroje pro dalsi, na né navazujici testovani.

1.1.5 Srovnani staii potkana a ¢lovéka

Pro védecké ucely je velmi podstatné znat a respektovat korelaci véku potkana
s vékem clovéka. Bylo by snadné porovnat prumérnou ocekavanou délku zivota
laboratorniho potkana, jez ¢ini 3 az 4 roky, a ¢loveka, ktera je na svétové trovni 66,7
let, a timto pomérem se fidit nehled€¢ na obdobi Zivota, v némz se dany jedinec nachazi.
Jelikoz se ovsem korelace stafi t€chto dvou zivocicht v riiznych ¢astech Zivota a vyvoje
li§i, neni mozné vyse uvedené srovnani aplikovat (Sengupta, 2011).
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Pro porovnani vztahu stafi potkana ke stafi Cloveka existuji rizné metody.
Neékteré studie pouzily napiiklad vahu o¢ni CoCky se snahou vyuzit jejiho vyvoje
Vv prib¢hu savcéiho zivota (Hardy et al., 1983). U této metody je ovSem nutné pocitat
s presnosti 3 az 4 meésice, ¢imz se tato technika stdva nedostateCnou pro stanoveni
presného véku zvitete (Sengupta, 2011). Déle existuji metody zalozené na méteni vahy
stolicek (Pankakoski, 1980), zaznamenavani poctu vrstev v tibii (Broughton et al.,
2002) ¢i muskuloskeletalni rist (Kahana et al., 2003). OvSem ani jedna z uvedenych
technik neni sama o sobé piesnd, je tedy tfeba kombinace né€kolika z nich (Sengupta,
2013).

Narozeni a détstvi: Vaha potkana té€sné€ po narozeni je 5 — 6 g (Baker et al.,
1979). Primérny dospély samec Sprague-Dawley vazi 550 g (Harlan, 2005). Z toho
plyne, Ze porodni vdha potkana je ptiblizné¢ 1 % jeho vahy v dospélosti. Porodni vdha
¢lovéka je praimérné 2,7 kg. Primérny dospely muz pak vazi okolo 82 kg. Procentualni
zastoupeni vahy dospélého jedince je pii porodu 3 %. Romijn et. al (1991) pomoci
rozlicnych metod méfeni urcili, Ze cerebral cortex donoSeného novorozence je nejvice
podobny potkanovi starého 12 — 13 dni. Pokud porovname véhu takto staré¢ho zvifete,
jez Cini priblizn€¢ 20 g (Romjin et al., 1991), dojdeme k z&véru, Ze hmotnost takto
starého mladéte tvori 3,6 % jeho hmotnosti v dospé€losti. Z toho lze odvodit, Zze za
novorozeného potkana je moZzné povazovat mladé teprve ve véku 12 dnl. Onéch
prvnich 12 dnt se tak rovna pozdni fazi t¢hotenstvi u ¢lovéka. Za tohoto ptedpokladu
by se tedy mélo od predpokladané délky zivota potkana odecist 12 dnd. Pfi porovnani
stati pak dostaneme, ze 13,8 dne potkana = 1 rok ¢loveka (Quinn, 2005).

Odstaveni: Odvykani si od matefského mléka a ptechod na pevnou stravu
probiha u potkana ve stafi 3 tydnu (Baker, 1979) u ¢lovéka pak pfiblizné v 6 mésicich.
Jelikoz mlad’ata potkana zac¢inaji pit mléko téméf ihned po porodu, neni v tomto piipadé
tireba odecitat onéch 12 dnti, o které je potkan "napied" ve vyvoji mozkové kiry, stejné
tak jako v poméru porodni a o¢ekdvané hmotnosti v dospélosti ve srovnani s clovékem.
V tomto obdobi je tedy 42,2 dntli potkana = 1 rok ¢lovéka (Quinn, 2005).

Puberta: Jedna se o obdobi, kdy je poprvé télo schopno reprodukce. Ve srovnani
s Clovékem, maji potkani kratké a zrychlené détstvi, pticemz veék, kdy dochazi u
potkana k puberté, se ruzni. V pruméru je to 6. tyden (Adams a Boice, 1983). U ¢loveka
k tomuto dochazi v priméru ve 12,5. roce zivota. Pokud k tomuto bereme v tvahu vyse
zminény fakt, ze potkani jsou "narozeni" az ve 12. den véku, plati: 3,3 dnl potkana = 1
rok ¢loveka (Quinn, 2005).
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Dospélost: Urc¢it dospélost potkana na zakladé ristovych chrupavek je
problematické, jelikoz neni mozné pozorovat Uplnému uzavieni Stérbin (Bland, 2000).
Ptesto ale dochazi k jejich zzeni, a to ve stafi 7 mésict (Harlan, 2005). U ¢loveka se
Stérbiny epifyz uzaviraji ptiblizné ve stari 20 let (Sengupta, 2005). Pii porovnani pak
dojdeme k zavéru, ze 10,5 dnl potkana = 1 rok ¢lovéka (Quinn, 2005). Na rozdil od
toho na zékladé pozorovani chovani potkana udavaji McCuthceon a Marinelli (2009) jiz
8. postnatalni tyden jako obdobi ran¢ dospélosti potkana. V t¢ dobé neni vsak jeste
dokoncena puberta.

Stari: Konec reproduktivniho Zzivota u samic potkanti pfichdzi v priméru
V jednom roce (Durbin et al, 1966). Pokud toto porovname s piichodem menopauzy u
zen, dostaneme: 11,8 dnl potkana = 1 rok Cloveéka (Quinn, 2005). Pii porovnavani
obdobi po tomto mezniku do predpokladané smrti, coz ¢ini v priméru u potkani 14
meésict a u ¢loveka 29 let, dojdeme k zavéru: 17,1 dnii potkana = 1 rok ¢lovéka (Quinn,
2005).

Celkova délka zivota: 13,8 den potkana = 1 rok ¢loveka
Odstaveni (3. tyden): 42,2 den potkana = 1 rok ¢loveka
Prepubertélni faze (6. tyden): 3,3 den potkana =1 rok ¢loveka
Adolescence (7. tyden): 10,5 den potkana = 1 rok ¢loveka
Dospélost (od 8. tydne): 11,8 den potkana = 1 rok ¢loveka
Stati (od 1. roku): 17,1 den potkana =1 rok ¢lovéka

Priimér: 16,4 den potkana = 1 rok ¢lovéka

Shrnuti poméri véku ¢lovéka a potkana je v jednotlivych fazich vyvoje prevzato a doplnéno od Sengupta,

2011. V zavorkach jsou jednotliva staii potkana, ve kterém dochazi k danym meznikim ve vyvoji.

Jak plyne z vyse uvedeného textu a shrnuti, pro srovnani stafi potkana a ¢lovéka
je tfeba znat jednotlivé faze Zivota obou ZivocCichil a z toho plynouci poméry, jez se
béhem zivotnich obdobi zna¢né méni. V Zadném piipadé€ by se tedy potkani neméli brat
jako zmenSeny model ¢loveéka (Sengupta, 2011). Zaroven je tieba brat v potaz odliSnou

rychlost vyvoje mezi pohlavimi jak u potkana, tak u ¢lovéka.
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1.1.6 Motorické testy

Pro zhodnoceni motorického vyvoje potkana bylo vyvinuto mnozstvi specialnich
testll, které¢ zahrnuji hodnoceni neurologickych reflexti a testy na motorickou koordinaci
a aktivitu (Altman a Sudarshan, 1975). JelikoZ existuje pomérn¢ velké mnozstvi téchto
testd, budou v nésledujicim textu popsany jen ty, které byly pouzity pfi studii. Pribéh
testli je popsan v kapitole "Metodika".

Z neurologickych testt, které pomoci motorického projevu podévaji informaci o
stupni a stavu vyvoje nervové soustavy (Woodworth et al., 2011), byly vybrany
Righting test a test Negativni geotaxe. V prvnim z jmenovanych se polozi potkan do
supinacni polohy a méii se Cas, za jak dlouho se oto¢i do pronac¢ni polohy. Tento test
hodnoti vzptimovaci mechanismy, jez se u potkana objevuji hned po narozeni a dale se
vyvijeji. Nejprve se mladé otd¢i pomoci rotace hlavy, ve véku 13. az 14. dne je pak
schopno se pretocit pomoci vsech ¢tyt koncetin. Ve chvili, kdy se potkan koordinované
oto¢i pomoci vSech ¢asti téla, 1ze u néj sledovat zraly vzor stoje a chlize (Altman a
Sudarshan, 1975). Test Negativni geotaxe sleduje schopnost oto¢eni zvitete o 180°, jez
dni. U obou testli jsou rychlost a zptisob provedeni pfimo umérné véku zvirat. Tyto
testy se pouzivaji pfi niz§im véku jedincti, pricemz v nasi studii maji za ukol potvrdit ¢i
vyvratit fyziologicky vyvoj nervové soustavy potkana.

Test Hrazda, Horizontalni pravidelny a nepravidelny Zebiik a Lano spadaji pod
testy motorické koordinace. Prvni uvedeny se zaméfuje prevazné na svalovou silu, tedy
jak dlouho jsou zvifata schopnd se udrzet pfednimi koncetinami na hrazd€. Déle se
hodnoti, zda jsou schopna si dopomoci pfitdhnutim zadnich koncetin. Toto 1ze spatfit
poprvé ve stafi jedendcti dntll, ov§em u vSech jedinct se toto objevi az 21. den (Altman a
Sudarshan, 1975). Testy spravidelnym a nepravidelnym zebiikem vypovidaji o
schopnosti koordinace. Hodnoti se ¢as, za jak dlouho zvife piejde Zebiik a piipadné
pocet chyb, tedy kolikrat slaplo mimo pii¢ku. Nepravidelny Zebiik klade na koordinaci
vétsi naroky (Brooks a Dunnett, 2009). Test Lano je obdobné jako Hrazda zaméfeny na
svalovou silu, kde se méfi Cas, po ktery se zvife udrzi na lan€, a koordinaci. Ta je
hodnocena na zdklad¢ schopnosti otocit se na lan¢ hlavou nahoru a poprvé se objevuje
ve staifi sedmnécti dnd. 21. den jsou tohoto schopna vSechna zvifata (Altman a
Sudarshan, 1975).

Motorickou aktivitu lze nejlépe hodnotit pomoci testu Open field. Zvife je dano

doprostied ohrani¢eném prostoru a ponechano zde po dobu 5 minut. Pozoruje se zptisob
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a mnozstvi pohybové aktivity (Brooks a Dunnett, 2009). V této studii se métila usla
vzdalenost a maximalni nameéfend rychlost lokomoce a toto porovnavalo mezi

testovanymi skupiny pro odhaleni ptipadnych odchylek.

1.2 GABA receptory

GABA receptory jsou skupina receptort, jejichz ligandem je GABA (kyselina
y-aminomaselna, y-aminobutric acid) (Watanabe, 2002).

Byly popsany tfi typy GABA receptori: GABAA, GABAg a GABA. Receptory
GABAA a GABAg jsou siroce rozsifené v CNS, kdezto GABA( se nachazi u dospélych
obratlovcll témét vyhradné v sitnici (Ganong, 2005).

GABA receptory predstavuji z klinického hlediska velmi dilezitou soucast
nervového systému. Jejich dysfunkce v centralni nervové soustavé muize byt podkladem
vaznych nervovych onemocnéni. Hypokativita GABAergniho systému muze naptiklad
zpusobit epilepsii, spasticitu, Uzkostné stavy, poruchy spanku, deprese, zavislost a
bolest (Bettler et al., 2004). Naopak hyperaktivita se poji se schizofrenii (Benes a
Beretta, 2001).

1.2.1 GABAA a GABA receptory

Receptory GABAA 1 GABAc patii do skupiny iontovych kanali a
zprostiedkovavaji rychly inhibi¢ni u€inek GABA (Bowery a Smart, 2006).

GABAA receptory se skladaji z péti podjednotek (Bowery a Smart, 2006)
umisténych kolem poru. V piipadé€ aktivace dojde ke zvySeni vodivosti membrany pro
ClI" (Melcangic a Bowery, 1996; Ganong, 2005). Hraji klicovou roli v regulaci
excitability mozku a zaroven obsahuji vazebna mista pro nékolik klinicky vyznamnych
latek vcetné benzodiazepintl, barbituratl a neuroaktivnich steroidi (Watanabe, 2002),
jez mohou funkci téchto receptorit alostericky modifikovat (Melcangic a Bowery,

1996).

1.2.2 GABAg receptory

GABAg receptory jsou metabotropni receptory liSici se od GABAAa receptort
v mnoha ohledech (Kerr a Ong, 1995).

V roce 1980 Bowery et al. (1980) zjistili, ze existuji GABA receptory, jez

reaguji na bicucullin ¢i baclofen jinak, nez tomu bylo doposud u GABA receptorti
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znamo. V roce 1981 pak pro odliseni dostali jméno GABAg (Hill a Bowery, 1981).
Byly definovany jako bicuculin insenzitivni GABA receptory (Bowery, 2002). Fakt, Ze
GABAg receptory nejsou senzitivni k bicuculinu na definici ovSem nestaci, protoze
stejné tak GABA( receptory na tuto latku nereaguji, ty jsou ovSem zaroven insenzitivni
k baclofenu (Johnston, 1986). Dle nejvhodnéjsi definice GABAg receptori se tedy
jedna o skupinu bicuculin insenzitivnich GABA receptort, pro které je baclofen
specifickym agonistou a 2-hydroxy-saclofen specifickym antagonistou (Kerr a Ong,
1995).

GABAg receptory se nachézeji jak v centralnim a perifernim nervovém systému
tak mimo n¢j. Vramci CNS se vyskytuji v hojném zastoupeni, piedevsim pak
v mozecku a jeho Purkyniovych bunikéch a paralelnich vldknech (Martinelli at al., 1992)
a dale v jadrech thalamu, mozkové kife a v zadnim rohu misnim. Hustota zastoupeni

ovSem nemusi korelovat s jejich fyziologickou dulezitosti (Bowery, 2010).

1.2.2.1 Struktura

GABAg receptory patii do skupiny GPCRs - G protein coupled receptors,

G protein vazajici receptory (Kerr a Ong, 1995). Jedna se o heterodimery sestavajici ze
dvou odlisnych podjednotek - GABAgR1 a GABAgR2 (Bowery, 2006), jeZ jsou na
svych C-koncich spojeny coiled-coil strukturami (Bowery et al., 2002). Podjednotka
GABAGgRI1 existuje ve dvou variantach - GABAgR1, a GABAgR1, (Kerr a Ong, 1995).
GABAgR1 a GABAgR2 na sobé funkéné zavisi, zaroven vSak zprostiedkovavaji

v mnoha ohledech odlisné procesy (Bowery, 2006; Robbins et al., 2001). Podle
Boweriho et al. (2002) je jejich existence nadale pribézné zkoumana, pficemz prozatim
nebyly stanoveny zadné jedine¢né farmaceutické ¢i funkéni vlastnosti nékteré z nich.
Na rozdil od toho dle Robbinse et al. (2001) obsahuje GABAgR1 vazebna mista pro
agonisty a antagonisty GABAg receptoru, zatimco GABAgR2 umoziiuje navazani
G proteinu a hraje hlavni roli v dopraveni GABAgR1 na povrch bunky ¢imzZ se stdva
kli¢ovou pro navazani GABA (Robbins et al., 2001). Dale zahrnuje misto pro

alosterickou modulaci (Bowery, 2010).

1.2.2.2 Mechanismus piisobeni
GABAg receptory maji schopnost na sebe navazat
G protein (guanin nukletoid-dependentni protein) (Kerr a Ong, 1995), jehoz
prostfednictvim pak probiha komunikace s vykonnymi proteiny (Rodbell et al. 1971).
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V tomto systému se nejprve navaze agonista na receptor na povrchu bunky, tim se
receptor aktivuje a prostfednictvim jeho podjednotek se intraceluldrné uvolni a rozstépi
GTP (guanosintrifosat). Oddélené casti aktivuji GTP vazajici proteiny a ty nasledné
reguluji aktivitu G proteinti, které zde hraji roli druhého posla. Na konci této kaskady se
zméni propustnost draslikovych nebo vapnikovych kanala (Rodbell et al., 1980).
GABAg receptory se nachdzi jak presynapticky tak postsynapticky. Prvni
jmenované se vyskytuji castéji (Bowery, 2010) a slouzi jako autoreceptory a
heteroreceptory ovlivitujici uvolnéni neurotransmitertt pomoci snizeni vodivosti pro
Ca®*. Druhé jmenované, postsynaptické receptory, svou aktivitou zvysi na membrang
vodivost pro K* ionty a nasledkem toho dojde k hyperpolarizaci (Bowery et al., 2001).
Tato hyperpolarizace zprostiedkovava dlouhotrvajici inhibi¢ni postsynapticky potencial
(IPSP), jez byly evidovany v centralni nervové soustavé (Kerr a Ong, 1995). Po aktivaci
GABAg receptorii, mizeme tedy ocCekavat vyskyt rozlicnych reakci jako disledek

inhibice uvolilovani transmiterti a/nebo hyperpolarizace neuronu (Bowery, 2006).

1.2.2.3 Klinické ucinky
Ptred vice nez ticeti lety byly GABAg receptory poprvé popsany u savctl. Od té
doby se zjistilo mnohé o jejich fyziologické roli v nervové soustavé savci (Bowery,
2010).
GABAg receptory se svoji aktivitou mohou podilet na fizeni svalového napéti,
nocicepce, kognitivnich funkci, pfijmu potravy a sytosti, kontroly krevniho tlaku, funkci
plic a gastrointestinalniho traktu a dale na vyskytu epilepsie, afektivnich stavech a

drogovych zavislosti (Bowery, 2010).

1.3 Agonisté GABAg receptori

Mezi agonisty patii takové latky, jeZ se vaZou na dany receptor a aktivuji jeho
biologickou odpovéd’ (Tocris, 2015). Agonista GABAg receptort, jez se vyskytuje
pfirozené je kyselina gamma-aminomaslend (GABA) (Bowery et al., 2006). DalSimi
agonisty téchto receptori jsou baclofen, 3-APPA, 3-APMPA (Bowery, 2010)
a SK&F 97541 (Seabrook et al., 1990).
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1.3.1 GABA

Jedna se o ligand GABAA, GABAg a GABA receptort. Je tedy pokladana za
multifunkéni molekulu, jez ma odlisné funkce v centralnim a perifernim nervovém
systému a v nékterych dalSich tkdnich mimo tento systém (Watanabe, 2002). Predev§im
je pak povazovana za hlavni inhibi¢ni neurotransmiter CNS savcl, kde je
pravdépodobné zodpoveédna za vice nez 40 % vSech inhibi¢nich procesi. Je ziskavana
pomoci Krebsova cyklu a enzymu glutamat-dekarboxylazy (GAD). Je skladovana ve
vaccich nervovych zakonCeni, jez ji na zéklad¢ patficného stimulu a nésledného
vzestupu Ca** uvolni (Melcangic a Bowery 1996).

Na zéklad¢ skutecnosti, ze ve vétsSing ptipadu je elektrochemicky potencial Cl°
V neuronech niz§i nez v extracelularnim prostfedi je chipana jako hlavni inhibi¢ni
neurotransmiter obratlovcl. KdyZz se GABA navaZze na GABAA receptory, oteviou se
CI" kanaly, coz umozni tok tohoto iontu do nervové bunky. Dojde k hyperpolarizaci
membrany neuronu, coz snizi jeho excitabilitu, tedy reaktivitu na excitacni
neurotransmitery (Watanabe, 2002). Pokud je ale potencial Cl intracelularné vyssi nez
extracelularng, elektrochemicky gradient "vytlac¢i” tyto ionty ven z bunky, coz zapii¢ini
depolarizaci membranového potencidlu (Sieghart, 1995). V tomto piipadé puhsobi
GABA jako neurotransmiter excitacni. Toto plati pro neonatdlni neurony, kde je
gradient CI" opacny nez v neuronech vyspélého jedince. Aktivace GABAa receptori
tedy vtomto piipadé vede k depolarizaci (Bureau et al., 1999) a pusobi tak jako
neurotransmiter excitacni (Ganguly et al., 2001).

Jak je jiz vySe zminé€no, GABA je syntetizovana z glutaméatu pomoci enzymu
glutamat dekarboxyldzy (GAD), v nékterych situacich jsou ovSem pouzity i jiné
zpiisoby syntézy (Watanabe, 2002). Biosyntéza glutamatu v mozku je Uzce spojena
S metabolismem glukézy. Mozkova tkan je od cévniho systému oddélena
hematoencefalickou bariérou, a ackoliv glukéza a esencidlni aminokyseliny a jejich
prekurzory mohou pfes tuto bariéru projit diky specifickym transportériim, pro glutamat
a jeho prekurzor glutamin je tato bariéra nepropustna. Z tohoto diivodu je glutamat
v mozku syntetizovan z glukozy. Je zajimavé, ze pravé glutamat, dulezity excitacni
neurotransmiter, je prekurzorem GABA, kterd je u dospélého jedince neurotransmiter

inhibi¢ni (Watanabe, 2002).
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1.3.2 Baclofen

V sedmdesatych letech byl i pfes minimalni poznatky v mechanismu pisobeni
poprvé prokazan klinicky vyznamny efekt agonisty GABAg receptorii, baclofenu, a to
V 1€cb¢ spasticity zpusobenou jak roztrousenou sklerézou tak, a to predevSim,
traumatickou 1ézi (Birkmayer, 1972). Od t¢ doby se poznatky o mozném vyuziti
ovlivnéni GABAg receptort rozsitily i do dalSich oblasti klinické praxe zahrnujici nejen
kontrolu motorickych funkci, ale i funkci kognitivnich ¢i do oblasti autonomniho

nervového systému (Kerr a Ong, 1995).

1.3.2.1 Chemicka struktura
Baclofen - (gamma-amino-beta-(p-chlorophenyl) butyric acid,
beta p-chlorophenyl-GABA) - je lipofilni (Bowery, 1993) derivat kyseliny
y-aminomaselné, jehoz sumdarni vzorec je CioH12CINO; (NCIT, internetovy zdroj).

Jedna se o bily krystalicky prasek, vétsinou bez zapachu, rozpustny ve vodé.

H.NCH,— CH CH, COOH
I
-
Baclofen
Cl

Obr. 1 Chemicka struktura baclofenu (ptevzato z Novartis, 2013)

Baclofen byl syntetizovan v roce 1962 spole¢nosti Ciba ve Svycarsku, konkrétng
Heinrichem Keberlem, s cilem zvysit lipofilni vlastnosti GABA a nasledné docilit jejiho
priichodu ptes hematoencefalickou bariéru (Keberle et al., 1968), toto se sice nepodaftilo
docilit (Blacburn, 2010), zato byly nasledn¢ zjistény dalsi vyznamné ucinky baclofenu.
Existuji dva optické izomery baclofenu: (S)-(+)-baclofen a (R)-(-)-baclofen (Blackburn,
2010).
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1.3.2.2 Mechanismus ucinku

Baclofen se vadze na presynaptické GABAg receptory, jez nasledné inhibuji
excita¢ni neurotransmitery pusobici pfedevsim na motoneurony V mise (Overgard et al.,
2015; Mess et al., 2003). Toto ma za nasledek klinicky nejvyuzivanéjsi efekt, a to
snizeni spasticity. Tato popsand inhibice zavisi na podaném mnozstvi a uskuteciiuje se
prostiednictvim snizeni presunu Ca®* do buiiky a K* iontii z buiiky (Dolphin a Scott,
1986). Dalsi inhibicni ucinky ptsobi baclofen v mozkovém kmeni a na ostatnich
mistech CNS (Ford et al., 1996) a PNS (Dolphin a Scott, 1986). Piisobeni baclofenu pak
shrnuje Dunlap a Fischbach (1981), podle kterych nabizi tato latka moznost, jak
selektivné ovlivnit u¢ast GABAg receptort na napétove fizeném toku vapenatych iontl

do bunky, coz je soucasti vySe popsané presynaptické inhibice.

1.3.3 SK&F 97541

SK&F 97541 je agonista GABAg receptord, jez je 10krat G¢innéjsi nez baclofen
¢i 3-APPA (3-aminopropylphosphinic acid) (Seabrook et al., 1990). Tato latka byla
syntetizovana a nasledné¢ pojmenovéna farmaceutickou firmou Eskayef Bangldaesh
Limited (Smith Kline & French), které nyni spadd pod Transcom Group (Eskayef
Balngladesh, 2014). SK&F 97541 se v souéasnosti pouziva v preklinickych studiich

s cilem ozfejmit veSkeré vlastnosti této latky.

1.4 Antagonisté GABAg receptori

Antagonista je latka, jeZ se vaZe na stejny receptor jako agonista, oviem
vyvolava jinou odpovéd. MuzZe se vazat bud’ na stejné ¢i jiné vazebné misto jako
agonista. V obou piipadech aktivaci daného receptoru agonistou bud’ znesnadni ¢i zcela
zablokuje (Tocris, 2015).

Mezi antagonisty GABAg receptort patii CGP 35348, 3-APHPA a phaclofen,
pficemz prvni dva jmenované jsou zhruba 20krat u¢inngjsi nez-li phaclofen (Seabrook

et al., 1990). Firma Ciba Geigy syntetizovala celou fadu dalSich antagonistu.
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1.5 Klinické vyuziti ovlivnéni GABAg receptori

Existuje pomérné mnoho ucinkt, jez mohou GABAg receptory pomoci svych
ligandli zprostfedkovat (Bowery, 2010). Dario et al. (2006) napiiklad prokazal
u agonistit GABAg receptorti fadu farmakologickych efektii zahrnujici centralné fizenou
myorelaxaci, snizeni zavislosti na kokainu a narkotickych drogach, (...) stejné jako
zlepSeni synaptické plasticity. Veliskova et al. (1996) pak prokézala na véku a davce
zavislé antikonvulzivni schopnosti baclofenu, stejné tak jako prokonvulzivni schopnosti
CGP35348, a to diky pfitomnosti rozdilnych podjednotek GABAg. Vycet moznych
ucinki GABAg receptort po jejich ovlivnéni je uveden v Priloze ¢. 1.

V klinické praxi je situace ovSem jina. Ackoliv existuje mnoho lé¢iv, mezi které
patii naptiklad benzodiazepiny, jez centraln¢ aktivuji GABAA receptory, je k dispozici
pouze jedina latka aktivujici receptory GABAg a tou je baclofen (Bowery, 2006), ktery
predstavuje jednu z moznych variant 16¢by spasticity (Stétkafova, 2012).

Predmétem zajmu v ramci ovlivnéni GABAg receptorti je také jejich pozitivni
alosterickd modulace, jez byla poprvé popsana Urwylerem et al. (2001). Probiha
pomoci modulatort, latek zesilujicich odpovéd” na GABA a baclofen, aniz by se
projevovaly nezadouci ucinky (Bowery, 2010). Urwyler et al. (2005) prokazali, Ze latka
CGP7930 [2,6-Di-tert-butyl-4-(3-hydroxy-2,2-dimethyl-propyl)-phenol] a ji pfibuzna
CGP13501 maji schopnost pozitivni alosterické modulace funkce GABAGg receptori. Za
pfitomnosti GABA zesiluji jeji Gcinky, ovSem samy o sob¢ Zadny efekt nevykazuji.
Plsobi tedy jen v pfipadé, Ze je pritomny endogenni agonista a proto maji vetsi
fyziologicky efekt nez samotny agonista. Podle dalSich studii se ukazalo, ze CGP7930
zvySuje afinitu agonisty, ale vaZe se na jina vazebni mista (Urwyler et al., 2005),
konkrétné na podjendotku GABAgR2 (Bowery, 2010). ZjiSténi a popsani téchto
schopnosti miize do budoucna znamenat dalSi zpisob terapeutického vyuziti
GABAergniho systému (Urwyler et al., 2005).

Zaroven je nutné zminit, Ze podle Turgeona a Albina (1994) maji GABAg
receptory Vv nezralém mozku jiné farmaceutické ucinky, nez-li v mozku dospé€lého
jedince a to z divodu zmén ve vazebnych vlastnostech téchto receptorit béhem vyvoje

centralniho nervového systému.

23



1.5.1 Spasticita

Spasticita projevujici se jako zvyseni tonického napinaciho reflexu, zavislého na
rychlosti pasivniho protaZeni (velocity-dependent) se zvySenymi svalovymi reflexy
(Kolat, 2009), je pomérn¢ ¢astym projevem postizeni centralniho motoneuronu at’ jiz
v disledku traumatu, ischemie, hemoragie, zanétu, degenerativniho procesu ¢i nadoru
(Statkatova, 2012).

Etiologie spasticity vychazi z pteruseni descendentnich inhibi¢nich drah a tim
k hyperexcitabilité periferniho motoneuronu (Sheean, 2002). Jedna z mozZnosti 1é¢by je
zminéné podavani baclofenu, latky pasobici stejn¢ jako GABA na presynaptické
GABAg receptory, které se nachdzi mimo jiné v mise a mozku. Jejich aktivaci dojde ke
snizeni vodivosti pro Ca®*, coz zpusobi snizeni uvolnovani excitacniho
neurotransmiteru (Davidoff, 1985; Bowery et al., 2001). Tento mechanismus lze vyuzit
predevsim pii generalizované spasticité, kterd zasahuje vice télesnych oblasti
(Dimitrijevic, 2014).

Protoze se projevy spasticity velmi 1isi, neexistuje zadny standardizovany postup
jeji 1é€by. Zaroven je vsak tfeba, aby byla "evidence-based" a odvijela se od stupné a

lokalizace a zdroven od typu postizeni (Shamsoddini, 2014).

1.6 Klinické vyuziti baclofenu

Baclofen byl ptivodné vyvinut jako antiepileptikum. KyZzeny efekt na epilepsii se
sice nepotvrdil, vySetfovatelé si ovsem vsimli, Ze u nékterych pacientii snizuje spasticitu
(Hsieh a Penn, 2006). Je zajimavé, Ze na trh byl uveden v roce 1972 pod nézvem
Lioresal (Blacburn, 2010; Bowery, 1993), ov§em az v roce 1979 byla Bowerym et al.
popsana jeho funkce jako agonisty GABAg receptord, jenz je stejn€ G€inny jako GABA.
Dale autofi jiz v této studii zminili, Ze GABAg receptory jsou pravdépodobné Siroce
rozSiteny v neuronech perifernich tkani. Také projevili ndzor, ze pokud jsou tyto
receptory pfitomny i v mozku, dal by se baclofen povazovat za diilezitou latku pii jejich
terapeutickém ovlivnéni, coz se do dneSni doby podafilo nepochybné potvrdit.
V sedmdesatych letech byl také poprvé prokazan jeho klinicky nejvyznamnéjsi efekt a
to v 1écbé spasticity (Hill a Bowery, 1981). Souhrn téchto a dalSich klinickych uéinka
baclofenu je zobrazen v Piiloze ¢. 2.

Diky tedy dnes jiz prokazanym, centralné zprostfedkovanym myorelaxacnim

ucinkiim baclofenu, je mozné tuto latku povazovat za vyznamné a v soucasnosti jediné
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(Bettler et al., 2004) 1écivo uzivané pfii 1é¢beé spasticity na podkladé poruchy mozku ¢i
michy, (Bowery, 2010; Ganong, 2005) tedy spojené s détskou mozkovou
obrnou, roztrouSenou mozkomisni skler6zou, mi$nim traumatem (Hsich a Penn, 2006;
Bowery et al., 1993) a amyotrofickou lateralni skler6zou (Bowery et al., 1993). Déle je
uzivan pii 1é¢be dystonie a rigidity u stiff-man syndromu (Bettler et al., 2004).

Na druh¢ strané, terapie baclofenem nema podle Dimitrijevieva et al. (2014)
dlouhotrvajici u¢inky — pokud se podani této latky pferusi, stupen spasticity se zhorsi.
Jistou nevyhodou také muze byt postupnd zhorSena citlivost receptorti na tuto latku.
Studie zkoumajici efekt podani intrathekalné podaného baklofenu (ITB) u déti totiz
mimo jiné ukazuji, ze u 1écby probihajici nékolik let je davka v priméru vyssi nez u
studii zahrnujici 1écbu jeden aZ jeden a piil roku dlouhou (Overgard et al., 2015).

Existuji dva klinicky uzivané zplsoby podani. Bud'to ordlni cestou v tabletach
v mnozstvi 10 mg, 20 mg (NCIT, internetovy zdroj), 25 mg (Novartis, 2013) ¢i
intrathekalné injekéné 0,05 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml (NCIT, internetovy
zdroj).

1.6.1 Oralni zpiisob podani

Oralné podany baclofen prochdzi ptes hematoencefalickou bariéru jen ve velmi
omezeném mnozstvi, je tedy zapotfebi vysokych davek. S tim je spojen pomérné
vysoky vyskyt nezddoucich uc¢inkl (Overgard et al., 2015). Mezi né patii zachvaty,
nausea, malatnost, zavrate, hypotenze, svalova slabost, halucinace a zmatenost, jez jsou

Casto stézi tolerovany (Bowery, 2010).

1.6.2 Intrathekdlni zpiisob podani (ITB)

Na rozdil od systémového podani ITB staci ptiblizné¢ 500 — 1 000 krat mensi
davka (Brennan a Whitle, 2008). Podani pfimo do michy, tedy do oblasti ptisobeni,
vyzaduje niz$i davku baclofenu, kterd je zarovenn dostatecné nizk4 na to, aby se
nedostala do systémového krevniho obé&hu, coz zabrani vedlejsim uc€inklm. Nizké
mnozstvi podavané latky zaroven snizuje moznost vyskytu tolerance na danou latku
(Bowery, 2006). ITB tedy maximalizuje davku pisobici na miSni GABAg receptory a
minimalizuje vedlej$i u€inky spojené s podavanim baclofenu oralné (Mess et al., 2003).
Také podle Ganong (2005) a Kolat (2009) potvrzuji G¢innost baclofenové pumpy pfi

1é¢bé spasticity.

25



Tento zplsob oSetieni spasticity pomoci ITB byl poprvé piedstaven v roce 1984
(Penn a Kroin, 1984) a nasledné schvalen v roce 1996 (Shamsoddini et al., 2014).
Zpusob podani je uskute¢nén kanylou zavedenou do peritonealni dutiny a napojenou na
baclofenovou pumpu (Bowery, 2010). Pumpa musi byt plnéna jednou za jeden az Sest
meésict podle davky daného jedince a vydrzi pfiblizné 5 let, poté musi byt operativné

vymeénéna za novou (Dimitrijevic, 2014).

1.6.3 Lécba a staii pacienta

Dle studie od S. Nomura et al. (2012) muze byt 1écba ITB u déti s détskou
mozkovou obrnou (DMO) zapocata jiz v predSkolnim véku ¢i pozdéji a to i piesto Ze se
spasticita zaCind projevovat jiz v batolecim, respektive kojeneckém, obdobi.
V navaznosti na toto udavéd potiebu dalSich studii zamétenych na ovlivnéni vyvoje
motorickych funkci u ¢lovéka pfi aplikaci ITB v détském veku.

Vysledky studii srovnavajici vliv ITB na motorické funkce jedincii vice
veékovych kategorii udavaji, ze jak u potkani (Nomura et al, 2012), tak u lidi (Motta et
al., 2010), je nejvétsi zlepSeni dosazeno pii podani u nizSich veékovych kategorii.
V ptipad¢ potkant se jednalo o zalatek 1écby v P21 (tedy 21. den po narozeni), kde
srovnavaci skupina zapocala lécbu ITB od P35 (Nomura et al., 2012). U lidi se
porovnavaly skupiny 4-7 let, 8-18 let a 19-29 let, kde u prvnich dvou bylo dosazeno
vétSiho zlepSeni (Motta et al., 2010).

Na zaklad¢ studie Turgeona a Albina (1994) jsou vazebné schopnosti GABAg
receptort specifické pro rtizny vék potkana a to v zavislosti na synpatogenezi v ramci
ontogeneze a stejné tak se béhem vyvoje méni rozloZeni téchto receptorti v neocortexu.
Vazebné schopnosti vzristaji ihned po narozeni, vrcholu dosahuji béhem prvnich dvou
tydni Zivota a nasledné se s dospivanim snizuji. Tyto odliSnosti v prib&hu postnatalniho
vyvoje probihaji na zakladé¢ zmény hustoty vazebnych mist spiSe nez na zméné jejich
afinity, pfiCemZ jejich vazebna mista mohou mit v nezralém mozku odlisné
farmakologické vlastnosti. Na zékladé vySe uvedenych zjisténi Turgeon a Albin (1994)

predpokladaji, Ze GABAg receptory hraji roli pfi vyvoji CNS.

1.6.4 Lécba hypertonie u kojenci

Pouziti baclofenu u novorozenct bylo prozatim velmi mélo zdokumentovéno.
Moran et al. (2005) popisuji dva piipady novorozenych déti, u nichz bylo Apgar skore
2 a3 a8a3vprvni a paté minut€¢ a u nichz byly pfitomny zachvaty a zjisténa
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hypertonie v obou pfipadech na vSech koncetinach. Hypertonie byla méfena dle
modifikované Ashworth skaly (MAS).

V prvnim piipad¢ byla 32. den v€ku hypertonie dle MAS 3 az 4 na vSech
koncetinach, 1éCba baclofenem byla zapocata 36. den po porodu s davkou
0,5 mg/kg/den. Hodnoty dle MAS se postupné zlepSovaly a davka baclofenu byla
navySovana do mnozstvi 1,5 mg/kg/den. Ve véku 4 mésicti byla MAS hornich koncetin
2 a dolnich koncetin 1. Novorozenec nemél po celou dobu zadné zachvaty ¢i kiece.

Ve druhém piipadé byla v den narozeni MAS 2 na vSech Ctyfech koncetinach.
24. den véku bylo indikovano podavani baclofenu davkou 0,35 mg/kg/den, kdy bylo
MAS 4 na pravé horni a obou dolnich koncetinach a MAS 3 na levé horni koncetiné.
Davka byla postupné zvySovana na 1,5 mg/kg/den. Ve véku Etyf mésicti byla hodnota
MAS 1 na vSech koncetinach. Po celou dobu 1é€by nebyly pfitomny zachvaty ani kiece.

U obou novorozenci bylo tedy zaznamenano zlepSené fizeni svalového napéti a

pokles MAS. Zadné vedlejsi Gginky latky nebyly zaznamenany (Moran et al., 2005).

1.6.5 Baclofen a abstinencni piiznaky u novorozencii a dospélych

Je znamo, ze u dospélych lidi zpisobuje nahlé vysazeni baclofenu abstinenéni
priznaky (Delhaas a Verhagen, 1992). Jak reaguji déti a novorozeni na takovéto
pferuseni podavani baclofenu je v literatufe zaznamenéno jiz méng.

Podle dostupnych informaci od Delhaas a Verhagen (1992), ziskanych na
zéklad¢ kazuistiky t€hotenstvi a porodu zeny uZivajici ITB, je nejenZe téhotenstvi za
tohoto zpisobu 1é€by mozné, ale zaroven se pod l€karskym dohledem narodila zcela
zdrava holcicka bez abstinencnich ptiznaki. 29letd Zena s 1ézi C6-7 dostavala baclofen
pomoci intrathekalni pumpy o ddvce 1 mg/den. V pribéhu te€hotenstvi byla davka pro
narUstajici spasticitu a autonomni dysregulaci postupné zvySovana. Ve 35. tydnu
gravidity, kdy davka dosdhla 1,4 mg/den, se tyto pfiznaky staly jiz netinosnymi.
Ztohoto davodu byl ve stejném tydnu proveden cisafsky fez. Apgar skore
novorozené¢ho byl 9 a 10 v prvni a paté minuté, pficemZ pooperacni spasticitu bylo
nadéle mozné velmi dobie oSetfit (Delhaas a Verhagen, 1992).

V dal$i kazuistice je popsan piipad matky, u niz byl indikovan intrathekalni
baclofen na oSetfeni tetanu. Lécba byla uspé$néa a matka porodila, a¢ predc¢asné€, zdravé
dit¢ (Engrand et al., 2001).

Situace u té¢hotnych pacientek s indikovanym baclofenem poddvanym oralné je

jina. Existuje nékolik malo dokladii o pribéhu te€hotenstvi, porodu a o zdravi ditéte,
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jehoz matka brala v t¢hotenstvi baclofen oralné. Dva piipady popisuji normalni porodni
a poporodni pribéh po intrauterinnim vystaveni baclofenu v davkach 25-30 mg/den
(Wetherby et al. 2004; Goldkamp et al., 2011). V dal$ich tfech pfipadech je popsan
komplikovany poporodni pribéh a to pravé diky abstinencnim pfiznakim u
novorozence.

V jednom piipadé byla davka matky 30 mg/den, jind farmaka nebyla podavana.
Dit¢ se narodilo 33. tyden. Od 3. dne po porodu se zacaly projevovat abstinen¢ni
ptiznaky jako vysoko polozeny plac, tfes, hypertonie. Baclofen byl podavan od 3. do 6.
dne s pocinajici davkou 0,5 mg/den a kone¢nou 0,067 mg/den. 18. den bylo novorozené
propusténo domii a to bez abnormalnich neurologickych pfiznakt. Zadné vedlejsi
ucinky se neprojevily (Duncan a Delvin, 2013).

Jind pacientka, paraplegickd matka, s ddvkou 80 mg/den porodila novorozence
S Apgar skére 10 v prvni i paté minuté. Od 2. dne se zaCaly objevovat abnormalni
pohyby (zjisténo retrospektivné na zakladé vypovédi matky) a 7. den se projevily
generalizované zachvaty. 11. den po porodu byla podana prvni davka baclofenu a to
1 mg/den. Tticet minut po podani doposud ptitomné kiece prestaly. Davka byla nadéle
postupné snizovana a to do dvacatého patého dne (Ratnayaka et al., 2001).

Ve tfetim piipad¢ pacientka s ddvkou 20 mg/den porodila cisafskym fezem a to
ve 39. tydnu + 2. Novorozenec mél Apgar skore 7 a 8 v prvni a paté minuté. V tomto
pfipadé¢ bylo podavani baclofenu doptfedu napldnovano. Poprvé byl podéan
bezprostiedné po porodu a to v dadvce 0,5 mg/den. MnoZzstvi se postupné snizovalo a
kone¢na davka byla aplikovana devaty den po narozeni. U novorozence nebyly
pozorovany zadné abstinencni piiznaky ¢i zachvaty, propuSténo bylo 16. den.
Neurologické vysetieni v tento den a nasledné v 6. tydnu bylo v norm¢. (Moran et al.,
2004)

V prvnich dvou uvedenych pfipadech byly provedeny testy na vylouceni jiné
pric¢iny abstinen¢nich ptiznaki, nez baclofenového ptivodu. V obou ptipadech byly tyto

testy negativni (Duncan a Delvin, 2013; Ratnayaka et al., 2001).
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2 CiLE A HYPOTEZY

Cilem této prace bylo zjistit, zda perinatalni ovlivnéni GABAg receptori zmeéni
motoricky vyvoj mlad’at laboratorniho potkana, zda se tyto zmény budou liSit u skupin
s podavanymi latkami a ptipadné zda zména motoriky bude pretrvavat do dospélého
véku. Byly testovany tii skupiny potkanti, dvé s aplikovanymi latkami a jedna kontrolni,
se kterou se tyto porovnavaly. Ovlivnéni receptort bylo docileno aplikaci agonisty a
antagonisty téchto receptorti od 7. do 11. dne véku potkana. Jako agonista byl zvolen
V soucasnosti klinicky uzivany baclofen, jako antagonista latka CGP 35348. K

naslednému zhodnoceni motorického vyvoje byly pouzity vybrané motorické testy.

Hypotéza 1
Ho Vyvoj motoriky potkant se po aplikaci baclofenu vyznamné nezmeéni vV porovnani
s kontrolni skupinou.
Ha Vyvoj motoriky potkanti se po aplikace baclofenu vyznamné zméni alespon

Vv jednom z provedenych motorickych testi v porovnani s kontrolni skupinou.

Hypotéza 2
Ho Vyvoj motoriky potkant se po aplikaci CGP 35348 vyznamné nezméni v porovnani
s kontrolni skupinou.
Ha Vyvoj motoriky potkant se po aplikace CGP 35348 vyznamné& zméni alespon

v jednom z provedenych motorickych testll v porovnani s kontrolni skupinou.

Hypotéza 3
Ho Motorické deficity u potkant ovlivnénych aplikaci baclofenu nepfetrvavaji do rané
dospélosti v zddném z motorickych testi.
Ha Motorické deficity u potkant ovlivnénych aplikaci baclofenu pietrvavaji do rané

dospélosti alespon v jednom z motorickych testu.

Hypotéza 4
Ho Motorické deficity u potkant ovlivnénych aplikaci CGP 35348 nepietrvavaji do rané
dospélosti v zadném z motorickych testa.
Ha Motorické deficity u potkanti ovlivnénych aplikaci CGP 35348 pietrvavaji do rané

dospélosti alespon v jednom z motorickych testt.
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3 METODIKA

Studie zaméfena na postnatdlni vyvoj motoriky laboratorniho potkana po
ovlivnéni GABAg receptorti mezi 7. a 11. dnem byla provedena ve Fyziologickém
tistavu Akademie véd Ceské Republiky (AVCR). Celkovy polet zvifat zavzatych do
studie a rozdélenych do tfi skupin byl osmndact. Testovani probéhlo u kazdé skupiny
sedmkrat v pfedem urcené dny, ve stejnou denni dobu a stejnym ¢lovékem. Tato studie
byla schvalena Odbornou komisi Fyziologického ustavu CAV a provadéna v souladu
s vyhlaskou k zdkonu na ochranu zvitat proti tyrani a smérnicemi Evropské komise

¢islo x.

3.1 Testované skupiny

Byly testovany tfi skupiny zvifat. Prvni, kontrolni, skupina deviti zvirat (dale
jako skupina A) obdrzela davky fyziologického roztoku a to z divodu, ze obé podavané
latky — baclofen a CGP 35348, byly zvifatim aplikovany prave ve fyziologickém
roztoku. Druhé skupiné (dale jako skupina B), jez obsahovala pét zvifat, byl aplikovan
baclofen. Tteti skupiné (dale jako skupina C) ¢Citajici Ctyfi zvitata, byla podavana latka
CGP 35348.

3.2 Davky, priprava a aplikace latek

Obé& podavané latky a fyziologicky roztok byly aplikovany peritonedlné a to
nikoliv injekéni stiikackou, ale mikroposunem tak, aby poddvané mnozZstvi bylo
opravdu pfesné. Peritonedlni zplisob podani je srovnatelny s oralnim zplsobem
vyuzivanym v klinické medicing. Aplikace probihaly jedenkrat denné€ od 7. do 11. dne
véku zvitrat.Agonista GABAg receptort, baclofen, byl podavan skupiné¢ B v davce 3
mg/kg. Vybrany antagonista GABAg receptorti, CGP 35348, byl injikovan skupiné C
v mnozstvi 50 mg/kg. Davky byly zvoleny na zakladé starSich vysledkii s ovlivnénim
modelovych epileptickych zachvatti, kde byly podprahové. Ptiprava baclofenu a CGP
35348 probihala kazdy den bezprostfedné pied podanim, tak, aby podavany roztok byl
cerstvy. Injikovany objem byl vzdy 1 ml/kg. Kontrolni skupiné byl aplikovan
fyziologicky roztok, a to 1 ml/kg.
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3.3 Vybér zvirat

Do studie bylo zahrnuto osmnact albinotickych samcii laboratorniho potkana
kmene Wistar. Tento kmen potkana je jeden z nejpouzivanéjsich v oblasti laboratorniho
uziti zvitat, a proto je k dispozici 1 ve zvéfinci Fyziologického Gstavu Akademie véd
CR. Samci byli ke studii vybrani z diivodu, Ze samice potkana vykazuji estralni cykly,

beéhem kterych se méni drazdivost CNS, coz by bylo s touto studii neslucitelné.

3.4 Priibéh a podminky testovani

Zvitata byla chovana ve zvétinci se stalou teplotou vzduch 23 + 1°C a s vlhkosti
vzduchu 60 +5%. Jednotlivé skupiny stejné starych samcii byly vytvotfeny z nékolika
vrhll a to paty den po narozeni, tedy v dobé, kdy lze s mlad’aty nejdiive manipulovat.
Ke kazdému novému vrhu byla pfifazena jedna samice. Mlad’ata byla odstavena od
matky ve stadii 21 dnd. Zvifata pobyvala v oddélenych kotcich v rtizné pocetnych
skupinach a to dle stafi jedincii. Testovaci laboratot méla stalou teplotu vzduchu 24°C,
klimatizaci a umélé osvétleni. Pied kazdym testovanim byla zvitata jednotlivé zvazena
a tyto udaje nasledné zaznamenany. Testovani probihalo 12., 15., 18., 21., 25., 31. a 60.
den véku zvifat a to vzdy mezi druhou a patou hodinou odpoledni. Kazdé¢ zvifte mélo

jeden pokus na provedeni testu.

3.5 Vybér motorickych testii

Vybrané testy mély za cil co nejpfesnéji zhodnotit vyvoj motoriky potkana a
odhalit pfipadné odchylky. Vybér byl proveden na zéklad¢ jedné z nejvétSich studii
zamé&fenych na postnatalni vyvoj lokomoce laboratorniho potkana (Altman a Sudarshan,
1975). Tento vybér byl doplnén dalSima dvéma testy pouzitymi ve studii zkoumajici
vliv perinatalni hypoxie na motoricky vyvoj laboratorniho potkana (Vachovcova, 2012).
Testy probihaly vzdy ve stejném, pfedem uréeném, potfadi od téch méné narocnych
byl nasledujici: Open field, Righting test, Naklonéna rovina, Hrazda, Lano, Pravidelny a
nepravidelny horizontalni zebiik a Seskok s volbou. Jelikoz jsou uvedené testy rtizné
naro¢né¢ a odpovidaji tak rtznému stupni zralosti CNS byly provadény v takovych
fazich vyvoje, kdy uz odpovidaji motorickym schopnostem typickym pro dany vék.
Zvitata byla testovana vzdy v totozném poradi tak, aby méla vzdy k dispozici stejny Cas
na odpocinek.
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3.5.1 Open field

Tento test probihal v zafizeni pfipominajici velky, z vrchu otevieny ¢tvercovy
kotec z ¢ernych desek. Délka stran byla ve véku zvitat 15. az 31. dnti 50 cm a ve staii
60. dnit 80 cm. Do tohoto zafizeni bylo zvife umisténo a pét minut ponechano. Po celou
dobu se pomoci kamery umisténé nad stfedem nahravala aktivita zvifete. Nasledné
pomoci programu Observer firmy Noldus byla vypocitana usla vzdalenost a maximalni

rychlost zvitete. Test byl provadén 15. az 60. den véku.

’ ‘

Obr. 1 Open field a pFislusenstvi (archiv autora)

3.5.2 Righting test
Test byl provadén na rovné a tvrdé ploSe, kam bylo zvife umisténo v supinacni
poloze. Méfila se doba, za kterou se otocilo do pronacni polohy. Test byl provadén 12.

az 31. den.

3.5.3 Naklonénd rovina

Test probihal na 45° naklonéné ploSin€é s mirn¢ zdrsnélym povrchem tak, aby
zvitata nesjizdela doli. Zvife se umistilo doprostied ploSiny hlavou smérem doli a
méfil se Cas, za ktery se otocilo o 180°. Test byl provadén 12. az 15. den, starSi zvitata

Z naklonéné roviny aktivné slézala. (viz Obr. 2)
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Obr. 2 Naklonéna rovina (archiv autora)

3.5.4 Hrazda
Zvite bylo zavéSeno na horizontalni 25 cm dlouhou dfevénou hrazdu, ktera byla
umisténa 25 cm nad podlozku a méla kulaty primér 1 cm. Méfila se doba, po kterou se

zvite udrzelo na hrazd¢. Zaroven se zaznamenavalo, zda se dostalo horni koncetiny na

hrazdu. Casovy limit byl 120 sekund. Test byl provadén 12. az 60. den. (viz Obr. 3)

Obr. 3 Hrazda (archiv autora)

3.5.5 Lano

Na lano zavéSené na platformé ve vysce 50 cm, spodnim koncem 20 c¢cm nad
zemi a s pramérem 1 cm, bylo zavéSeno zvife. Test byl provadén 12. az 60. den,
pricemz 12. a 15. den byla mlad’ata ddna na lano hlavou nahoru a 18. az 60. den hlavou
dolii. Casovy limit byl 120 sekund. U druhé varianty se navic zaznamenavalo, zda se

zvite otoCilo hlavou nahoru. (viz Obr. 4)
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Obr. 4 Lano (archiv autora)

3.5.6 Pravidelny horizontalni Zebiik

Test sestaval z horizontalné umisténého zebiiku z kovovych piicek umisténych 1
cm od sebe. Zebiik byl lemovan prithlednym plexisklem tak, aby zvifata nemohla
spadnout ptipadné seskocit. Na kazdém konci byl umistén kotec 4 cm od konce Zebiiku
smérem k jeho stfedu. Na strané, kde zvife zacinalo, byl kotec prazdny. Na strané
opacné pak byli sourozenci, aby mélo testované zvife motivaci zebiik prejit. Méfil se
&as, za ktery zvite pieslo cely piipadné &ast zebiiku. Casovy limit byl 120 sekund. Dale
se zaznamenaval jednak pocet chyb, tedy pocet doSlapnuti mimo piicku a dale, zda

zvite preslo zebtik az na druhy konce. Test byl provadén 18. az 60. den.

3.5.7 Nepravidelny horizontdlni Zebiik

Test sestaval ze stejnych pomicek jako test Pravidelny horizontalni zebtik.
Jediny rozdil byl v nepravidelnosti kovovych pticek, jez byly v tomto ptipad¢ umistény
ve vzdalenostech 0,5, 1 a 1,5 cm, které se nepravidelné sttidaly. Mé&fil se Cas, za ktery
zvite pieslo cely piipadné Gast Zzebifku. Casovy limit byl 120 sekund. Dale se
zaznamenaval jednak pocet chyb, tedy pocet doSlapnuti mimo pticku a dale, zda zvite

preslo zebiik az na druhy konce. Test byl provadén 21. az 60. den.
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3.5.8 Seskok s volbou

Test byl provadén pomoci plosiny umisténé ve vySce 25 cm mezi dvéma kotci
jednim prdzdnym a druhym s ostatnimi zvifaty testované skupiny. Zvite se umistilo
doprostied této platformy a meéfila se doba, za kterou se zvife rozhodlo dobrovolné
sesunout (v mladsim véku) ¢i aktivné seskoCit do jednoho z kotcli. Zaroven se

zaznamenavalo, pro ktery kotec se zvite rozhodlo. (viz Obr. 5)

Obr. 5 Seskok s volbou (archiv autora)

3.6 Statistické zpracovani dat

Naméiend data byla zpracovana pomoci statistického softwaru SigmaStat kde
prosla deskriptivni statistikou. Néasledné pak byly vyhodnoceny vysledky a to pomoci t-
testu v ptipad¢ srovnavani dvou riznych hodnot nebo pomoci jednosmérné analyzy
rozptylu One way ANOVA v piipad¢ zjistovani signifikantni odli$nosti hodnot jednoho
testu mezi tfemi testovanymi skupinami. Signifikantni hranice byla stanovena na

p<0,05.
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4 VYSLEDKY

Vysledky jsou uvedeny dle jednotlivych testll a znazornény pomoci sloupcovych
grafii s vyznacenymi primérnymi hodnotami, stfednimi chybami priméru a
signifikantnimi rozdily. Kontrolni skupina, v legend¢ grafu jako Controls, je dale
oznacovana jako "skupina A" s poétem zvifat devét. Skupina s baclofenem, v legendé
grafu jako Baclofen, je dale oznacovana jako "skupina B" s poctem zvitat pét. Skupina
s CGP 35348, v legendé grafu jako CGP 35348, dale oznacCovana jako “skupina C"
obsahovala zvifata Ctyfi. U péti testil je pak pomoci tabulek zndzorné€na procentudlni

uspésnost zvifat v hodnocenych tkonech.

4.1 Open field

V testu Open field byly méfeny dvé hodnoty: usla vzdéalenost a maximalni

dosazena rychlost.

4.1.1 Vzdalenost

U skupiny A doslo od 15. do 25. dne k postupnému zvySovani primérné uslé
vzdalenosti, kterd se mezi 25. a 31. dnem zmensSila. Obé& ovlivnéné skupiny mély od 15.
do 25. dne kratsi uSlou vzdalenost nez skupina A (viz Ptiloha ¢. 3, 4 a 5). Tento rozdil
byl signifikantni u skupiny B vzhledem ke skupiné¢ A 18. a 21. den. 25. den se tento
rozdil obratil a 31. a 60. den mély skupina B i C vétsi uslou vzdalenost. V 31. den byla
tato vzdalenost u skupiny B signifikantn¢ vEétsi ve srovnani se skupinou A. Zaroven se

jednalo o nejvétsi namefenou hodnota u tohoto testu. (viz Graf 7a)

4.1.2 Maximalni rychlost

U skupiny A byl patrny od 15. do 31. dne postupny narst maximalni mozné
rychlosti, az na 18. den, kdy byla tato hodnota oproti ostatnim vyrazné vysoka. U
skupiny B tento vykyv probéhl 25. den a u skupiny C 21. den. Dale byla u skupiny B
signifikantné snizena maximalni rychlost oproti skupiné A 18. a 21. den. Stejné tak u

skupiny C byla tato hodnota signifikantn€ sniZzena 18. a 25. den. (viz Graf 7b)
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Graf 7a Open field (vzdalenost) Sloupcovy graf znazornujici vysledky testu Open field. Na ose X zobrazen vék
potkanti ve dnech. Na ose Y znézornéna prumérna dosazena vzdalenost (cm). Hvézdickami oznacen signifikantni

rozdil vii¢i skupiné€ A. V legendé grafu popsany jednotlivé testovaci skupiny.
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Graf 7b Open field (maximalni rychlost) Sloupcovy graf znazoriujici vysledky testu Open field. Na ose X
zobrazen veék potkanl ve dnech. Na ose Y znazornéna prumérna maximalni rychlost (cm/s). Hvézdickami oznacen

signifikantni rozdil vici skupiné A. V legendé grafu popsany jednotlivé testovaci skupiny.
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4.2 Righting test

Zvitata ve vSech tfech skupindch se v testovanych dnech otocila do jedné

sekundy. Aplikace zadné latky tedy neméla na prubeh tohoto testu vliv.

4.3 Negativni geotaxe

Zvitata ve skupin¢ A mezi 12. a 15. dnem zkratila dobu, za kterou se otocila. Ve
skupiné B se naopak doba otaceni prodlouzila a 15. den byla signifikantné delsi
vzhledem ke skupiné A. Ve skupiné¢ C doslo, obdobné jako u skupiny A, ke zkraceni
doby otaceni. (viz Graf 1)

Negative geotaxis

[ Control
I Baclofen *
I CGP 35348

1L

12 15 days

Graf 1 Negativni geotaxe Sloupcovy graf znazornujici vysledky testu Negativni geotaxe. Na ose X zobrazen vék
potkand ve dnech. Na ose Y znazornéna primérna doba v sekundach (s), za kterou se mlad’ata otocila na naklonéné
roving. Hvézdickou oznacen signifikantni rozdil viici skupin€é A. V legend€ grafu popsany jednotlivé testovaci

skupiny.

4.4 Hrazda

U tohoto testu byla méfena hodnota €as, po ktery se zvifata udrzela na hrazd¢.

Dale byla zaznamenévana zvifata, jez se pfitdhla zadnimi koncetinami (ZKK).
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4.4.1 Cas

U vsech tii skupin se do 21. dne vyrazné prodluzuje doba, po kterou se zvitata
udrzi na hrazd¢€. Poté se doba zkracuje, nejvyraznéji u skupiny A mezi 25. a 31. dnem.
Sedesatidenni zvitat méla viechna nejkrat$i dobu, po kterou se na hrazdé udrzela, to
proto, ze v tomto véku

jiz zvitata dosdhla ocasem na podlozku a nasledné z hrazdy aktivné slezla (viz

Piiloha €. 6). (viz Graf 2)

Bar Holding

s 100
1 Control
I Baclofen
I CGP 35348
80

60 - I ]

20 -

o L [l ml [
12 15 18 21 25 31 60 days

Graf 2 Hrazda Sloupcovy graf znazorfujici vysledky testu Hrazda. Na ose X zobrazen vék potkant ve dnech. Na
ose Y zndzornéna prumérnd doba (s), po kterou se zvifata udrzela na hrazdé. V legend¢ grafu popsany jednotlivé

testovaci skupiny.

4.4.2 PritaZeni zadnich koncetin

Ani jedno zvife ve v€ku 12. a 15. dne nebylo schopné se ptitdhnout zadnimi
konc¢etinami. Skupina A méla nejvyssi UspéSnost pfitazeni 25. den, jeZ 31. den o néco
klesla a 60. den se dostala na nulu. Nejvic zvitfat ve skupin€¢ B a C se pfitdhlo 21. den a
to s uspéSnosti 100% v obou piipadech (viz Ptiloha €. 7). Na rozdil od toho se z téchto

skupin 31. den nepfitahlo ani jedno zvife. (viz Tab. 1)

vék/ skupina A
P12 0
P15 0 0 0
P18 22,2 20 25 v v s , n . o
Tab. 1 PritaZeni zadnich kon¢etin V tabulce jsou procentualné
P21 22,2 100 ] 100
(%) vyjadiena zviFata jednotlivych skupin a véku, ktera v
P25 77,7 80 75 el s . - r
testu Hrazda pritahla zadni koncetiny.
P31 66,6 0 0
P60 0 0
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4.5 Lano

U testu Lano byly méfeny hodnoty Cas, ktery se zvife udrzi na lan¢ a od 18. dne

byla zaznamenavana zvitata, ktera se otocila hlavou nahoru.

4.5.1 Cas

U skupiny A se doba stravena na lan¢ zkracovala od 15. dne, u skupiny B mezi
18. a 21. dnem a 25. a 60. dnem a u skupiny C mezi 31. a 60. dnem. Mezi 21. a 31.
dnem nedo$lo u posledni skupiny k vyraznym zménam, pficemz 31. den byla doba

stravend na lané signifikantné ve srovnani s ostatnimi skupinami. (viz Graf 3)

Rope

s 50

[ Control
I Baclofen
[ CGP 35348

40 - {

30 A

*
20 A
10
: M T

12 15 18 21 25 31 60 days

Graf 3 Lano Sloupcovy graf znazorujici vysledky testu Lano. Na ose X zobrazen vék potkant ve dnech. Na ose Y
znazornéna prumérna doba (s), po kterou se zvifata udrzela na lané. Hvézdickou oznacen signifikantni rozdil vici

skupin€ A. V legendé grafu popsany jednotlivé testovaci skupiny.

4.5.2 Otoceni hlavou nahoru

Skupina A v porovnani s ovlivnénymi skupinami ma témét po celou dobu
testovani niz8i procento potkanil, ktefi se na lané¢ otocili hlavou nahoru. Nejvyssi
procento otocenych potkanli ma jednoznaéné skupina C (viz Ptiloha ¢. 8 2 9), ato az na
60. den, kde se oto€ilo pouze jedno zviie, jedno se neotocCilo a zbyla dvé se odmitla lana

chytit. (viz Tab. 2)

40



vék/ skupina | A B C

P18 77,71 80 | 100
P21 44,41 100 | 100
P25 77,71 100 | 100
P31 66,6 80 ] 100
P60 77,71 100 | 25

Tab. 2 Otoceni hlavou nahoru V tabulce jsou procentualné (%) vyjadiena zviFata jednotlivych skupin a véku,

ktera se v testu Lano otoc¢ila hlavou nahoru.

4.6 Pravidelny horizontalni Zebrik

U testu Pravidelny horizontalni zebtik byly méfeny hodnoty ¢as, za ktery zvitata
ptejdou Zebiik, ptipadné jeho ¢ast, chyby a byla zaznamendvana zvitata, ktera ptesla

cely zebtik aZ na druhy konec.

4.6.1 Cas (p¥ejiti celého febiiku)

U skupiny A se s vékem rychle zkracovala doba, za kterou zvifata ptesla zebiik,
zatim co u obou ovlivnénych skupiny byl vyvoj odlisny a pfedev§im 25. den stravila
zvitata z téchto skupin na zebiiku pomérné dlouhou dobu. U skupiny B byla tato

hodnota vzhledem ke skupiné A signifikantni. (viz Graf 4a)

4.6.2 Chyby

U skupiny A doslo mezi 18. a 21. dnem k vyraznému snizeni poc¢tu chyb, poté
byl pocet chyb na pfiblizné stejné Grovni. U skupiny B byl pribeh podobny, ovSem s
vétsim primérnym poctem chyb. Skupina C méla 18. den nejvice chyb, tato hodnota
byla naméfena jako signifikantni ve srovnani obéma zbylymi skupinami. Ke 31. dni se
tento rozdil obratil a skupina C dosédhla naopak signifikantné¢ nejmensi (nulovy) pocet

chyb vzhledem ke skupiné A. (viz Graf 4b)

4.6.3 Prejiti celého Zebiiku

U skupiny A i C je patrné postupné zvySovani poctu zvifat, jez pteSla cely
horizontalni Zebtik. Tento narhst je u skupiny B opozdén a 31. a 60. den se rozdily
vyrovnavaji.

(viz Tab 3)
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Graf 4a Pravidelny horizontalni Zeb¥ik Sloupcovy graf znazoriujici vysledky testu Pravidelny horizontalni Zebiik.

Na ose X zobrazen vék potkanii ve dnech. Na ose Y zndzornéna primérna doba (s), za kterou zvitata ptesla zebiik.

Hvézdickami oznaCen signifikantni rozdil vaci skupiné A a kiizkem vici skupiné B. V legendé grafu popsany

jednotlivé testovaci skupiny.
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Graf 4b Pravidelny horizontilni Zeb¥ik (pocet chyb) Sloupcovy graf znazorujici pocet chyb v testu Pravidelny
horizontalni zebiik. Na ose X zobrazen vék potkand ve dnech. Na ose Y zndzornén primérny pocet chyb.

Hvézdickou oznacen signifikantni rozdil vici skupiné A. V legendé grafu popsany jednotlivé testovaci skupiny.
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vék/ skupina] A B (o

P18 33,3 0 25
P21 77,7 | 40 75
P25 100 60 | 75
P31 88,8 | 100 | 100
P60 100 | 100 | 100

Tab. 3 Prejiti celého Zebfiku V tabulce jsou procentualné (%) vyjadi‘ena zvirata jednotlivych skupin a véku,

ktera v testu Pravidelny horizontalni Zeb¥ik pifekonala Zebfik od zac¢atku do konce.

4.7 Nepravidelny horizontalni Zebrik

U testu Nepravidelny horizontalni zebiik byly méfeny hodnoty cas, za ktery
zvitata pfejdou zebiik, ptipadné jeho ¢ast, Chyby a byla zaznamendvana zvifata, ktera

ptesla cely zebiik az na druhy konec.

4.7.1 Cas (p¥ejiti celého febiiku)

Cas, za ktery zvifata presla Zebiik, se u skupiny A nejvyrazngji zkratil mezi 21. a
25. dnem. U ostatnich dvou skupin bylo zkracovani ¢asu straveného na Zebiiku patrné
az od 25. dne. Ve stejny den byl zaroven u skupiny C tento rozdil signifikantni

vzhledem ke skupiné A. (viz Graf 5a)

4.7.2 Chyby

Skupina A mé¢la ve vSech dnech pocet chyb stabilni a to v priméru mensi nez
jedna. U ostatnich dvou skupin byl patrny nartst poctu chyb mezi 21. a 25. dnem a
nasledny pokles do 60. dne. U skupiny C byl naméfen 25. den signifikantn& vétsi pocet
chyb vici skupin€ A. (viz Graf 5b)

4.7.3 Prejiti celého Zebiiku

Cv v

pfekonani celého zebiiku. V ostatnich ohledech se tato uspéSnost mezi jednotlivymi

skupinami a v riznych fazich vyvoje piili§ nelisila. (Tab. 4)
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Graf S5a Nepravidelny horizontalni Zeb¥ik Sloupcovy graf zndzorfujici vysledky testu Nepravidelny horizontalni
zebiik. Na ose X zobrazen v€k potkantl ve dnech. Na ose Y znazornéna primérna doba (s), za kterou zvifata piesla
zebiik. Hvézdickou oznaen signifikantni rozdil vii¢i skupiné A. V legendé grafu popsany jednotlivé testovaci

skupiny.
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Graf 5b Nepravidelny horizontalni Zebiik (pocet chyb) Sloupcovy graf znazorfiujici pocet chyb v testu
Nepravidelny horizontalni Zebfik. Na ose X zobrazen vék potkand ve dnech. Na ose Y znazornén primérny pocet

chyb. Hvézdickou oznacen signifikantni rozdil vii¢i skupiné A. V legendé grafu popsany jednotlivé testovaci skupiny.
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vék/ skupina]l A B C

P21 77,71 60 | 100
P25 100 | 40 | 50
P31 77,7 80 | 75
P60 100 | 100 | 100

Tab. 4 V tabulce jsou procentualné (%) vyjadiena zvifata jednotlivych skupin a véku, ktera v testu

Horizontalni nepravidelny Zeb¥ik pi‘ekonala Zeb¥ik od zac¢atku do konce.

4.8 Seskok s volbou

U tohoto testu byly méfeny hodnoty cas, za ktery zvite opustilo platformu a byla

zaznamenavana zvifata, ktera seskocila do kotce s ostatnimi potkany.

4.8.1 Cas

U skupiny A se doba, nez zvite opustilo platformu, vyrazné zkracovala mezi 18.
a 21. dnem. Ob¢ ovlivnéné skupiny mély jiz 18. den nejmensi nejkratsi Cas straveny na
plosing, coz bylo signifikantni u skupiny B viici skupiné A. Nasledné se zvySoval az do
31. dne, kde byl naopak u skupiny C signifikantné vétsi nez u skupiny A. Zvifata ve

véku do 31. dne z platformy neseskakuji, ale dobrovolné se sesunou.

4.8.2 Seskok do kotce se zviraty

U skupiny A byl mezi 18. a 21. dnem velky nartst zvifat, jez se dostala do kotce
S ostatnimi zvifaty, kde prvni testovaci den bylo takto UspéSné pouze jedno zvite,
pricemz néktera mlad’ata zlstala do konce vyprSeni ¢asového limitu na platformé. U

ostatnich skupin nebyl podobny vykyv patrny. (viz Tab. 5)

vék/ skupina A B C

P18 11.2 60 75
P21 100 80 50
P25 55.5 80 75
P31 66.6 20 75
P60 66.6 80| 100

Tab. 5 V tabulce jsou procentualné (%) vyjadiena zvifata jednotlivych skupin a véku, ktera v testu Seskok

s volbou seskocila do kotce s ostatnimi zviiaty.
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Graf 6 Seskok s volbou Sloupcovy graf znazorfiyjici vysledky testu Seskok s volbou. Na ose X zobrazen vék
potkant ve dnech. Na ose Y znazornéna primérna doba (s), za kterou zvife opustilo platformu. Hvézdi¢kami oznacen

signifikantni rozdil viiéi skupiné A. V legend¢ grafu popsany jednotlivé testovaci skupiny.
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4.9 Testovani hypotéz

Hypotéza 1
Ho byla odmitnuta vzhledem k signifikantnim zménam ve vyvoji motoriky potkani po
aplikaci baclofenu

Ha se potvrdila

Hypotéza 2
Ho byla odmitnuta vzhledem k signifikantnim zménam ve vyvoji motoriky potkani po
aplikaci CGP 35348
Ha se potvrdila

Hypotéza 3
Ho se potvrdila.
Ha byla odmitnuta vzhledem k absencim zmén v motorice v rané dospélosti potkanti po

aplikaci baclofenu

Hypotéza 4
Ho se potvrdila

Ha byla odmitnuta vzhledem k absencim zmén v motorice potkanii v rané dospélosti po
aplikaci CGP 35348
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5 DISKUSE

Diky pocetnym studiim GABAergniho systému, jez byly v minulosti provedeny,
je vsoucasné dobé¢ znamo mnohé jak o funkci, tak o mechanismu ptisobeni GABAg
receptorti. Podkladem jejich U¢inki je vramci centrdlni nervové soustavy velice
vyznamna inhibi¢ni schopnost téchto receptort. Klinické projevy této inhibice zahrnuji
pfedevSim snizeni svalového napéti a bolesti, fizeni krevniho tlaku, pozitivni
ovlivnénim drogovych zavislosti a antikonvulzivni i prokonvulzivni G¢inky.

V souvislosti s timto dlouhodobym vyzkumem byly vyvinuty latky, které
podminuji nebo naopak blokuji aktivitu téchto receptorti. Lze je rozdé€lit do dvou
skupin, na agonisty a antagonisty. Prvni z nich, baclofen a SK&F 97541, aktivuji
biologickou odpovéd’ receptoru. Druhd skupina zahrnujici CGP 35348, 3-APHPA a
phaclofen naopak tuto aktivitu blokuje. V soucasnosti je klinicky dostupna pouze jedna
z nich, a to baclofen, ktery byva indikovan pro schopnost vyznamné snizit svalové
napéti, ¢imz se stavd metodou volby pii oSetfeni spasticity.

Existuji dva zplsoby podani, kde kazdy z nich ma své pfednosti i nevyhody. Pii
uziti baclofenu oralni cestou je zapotfebi vétsi mnozstvi latky v porovnani s druhym
zpusobem podani, kterym je intrathekdlni pumpa. Tento rozdil se pohybuje v fadu
petiset a az tisice nasobku (Brennan a Whitle, 2008). S tim souvisi minimalni vyskyt
vedlejSich ucinkti u druhého zpiisobu podani, mezi které patii nevolnost, hypotenze,
ospalost, zadchvaty, zmatenost ¢i zavraté¢ a které mohou byt az divodem k pteruSeni
lécby. Zaroven se pii vysokych davkach muize s pfibyvajicim ¢asem vyskytnout sniZeni
citlivosti receptort a tedy ke zhorSeni ucinku, jeZ vede k dalSimu navySeni davky. Na
druhé strané existuji 1 komplikace pii aplikaci baclofenu intrathekdlni pumpou a to
nejcastéji v souvislosti se zavedenym aparatem. Jedna se o migraci, katetru vedouciho
latku od pumpy do michy, prosakovani mozkomisniho moku v oblasti ptechodu katetru
do michy ¢i zanét v diisledku ptitomnosti ciziho télesa (Penn et al. 2006).

Jsou zdokumentovany kazuistiky, kde baclofen dlouhodobé snizil spasticitu
vzniklou na zakladé nejriiznéjSich onemocnéni CNS ¢i traumatickych 1ézi a to nejen
v dospélém (Hsieh a Penn, 2006), ale i détském véku (Motta et al., 2010, Overgard et al,
2015), kde nejnizsi vék probanda byl ctyfi roky (Motta et al., 2010). Uziti baclofenu
Vv jesté nizSim véku dokumentuji prace, kde byla tato latka GspéSné pouzita pii 1éCbe
hypertonu u hypertonu (Moran et al., 2005). Jejich pocet je ovSem velmi omezeny a

zaroven jiz neinformuji, zda méla tato 1écba vliv na motoricky vyvoj lé€enych jedinct.
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Dale jsou dolozené piipady, kdy se u novorozencu, jejichz matky uzivaly baclofen
Vv t¢hotenstvi, vyskytl ihned po narozeni abstinen¢ni syndrom. Jedinym zptsobem 1é¢by
bylo opétovné podavani pravidelnych a postupné se snizujicich davek baclofenu
(Delhaas a Vervagen, 1992; Duncan a Devlin, 2013; Moran et al. 2004). Ani v téchto
ptipadech nebylo ovSem zdokumentovano, zda mélo intrauterinni ¢i postnatalni
pusobeni této latky vliv na nasledny vyvoj. Diky nedostate¢nému poctu kazuistik
zaroven neni mozné urcit velikost rizika intrauterinniho piisobeni baclofenu (Moran et
al., 2004).

Stejné¢ tak chybi laboratorni vyzkumné préce, které¢ by se zaméiovali na toto
téma. Sice existuji mnohé, jez pojednavaji o vyvoji GABAergniho systému ¢i o zméné
ucinkii GABA souvisejicich se zranim nervové soustavy. Neni zndma ovSem zadna
experimentalni prace, ktera by dokumentovala vyvoj motoriky po ovlivnéni GABAg
receptord, jek je tomu v této studii.

Pro testovani této problematiky byli pouziti potkani a to z nékolika divodu.

Za prvé je ve srovnani s ostatnimi laboratornimi zvitaty vyvoj jejich nervového systému
nejlépe zdokumentovan. Dale, jelikoz se stupenl zralosti centrdlni nervové soustavy
donoseného lidského novorozence nejvice podoba té u potkana starého 11. dnt, je
mozné ovlivnit motoricky vyvoj tohoto zvifete podanim latky postnatdlné a srovnavat
tak zmény vyvoje, ke kterym by v ptipad¢ lidského jedince doslo prenatalné. Zaroven se
jedné o nejpouzivanéjsi laboratorni zvite, je tak mozné nasledného srovnéni s ostatnimi
studiemi na souvisejici témata.

Ovlivnéni GABAg receptorti probéhlo v této studii od 7. do 11. dne véku
potkana, coz ve srovnani s clovékem znamend prenatilni a t€sné postnatalni obdobi.
Jedné skupiné byl v této dobé& peritonedlné aplikovan baclofen, druhé antagonista
GABAGg receptorit CGP 35348 a tieti, kontrolni skupiné, fyziologicky roztok a to z toho
davodu, Ze ob¢ podavané latky byly rozpusténé prave ve fyziologickém roztoku.

K hodnoceni vyvoje motoriky a jeho pifipadnym odchylkdm byly pouzity
specifické motorické testy, které byly v minulosti pouZity v jedné z nejvétSich studii
zamé&fenych na postnatalni vyvoj lokomoce laboratorniho potkana (Altman a Sudarshan,
1975). Vybér zahrnoval kombinaci osmi testll, jez se zaméfovaly na rizné projevy
motorickych dovednosti a mohlo tak byt nasledné provedeni komplexniho hodnoceni
motorického vyvoje. Prvni test posuzujici motorickou aktivitu byl Open field. Dalsi
skupina zahrnovala neurologické testy, podavaji informaci o stupni a stavu vyvoje

nervoveé soustavy (Woodworth et al., 2011). Jednalo se o Righting test a test Negativni
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geotaxe. Treti skupina pak hodnotila motorickou koordinaci a svalovou silu a jednalo se
o testy Hrazda, Lano, Horizontalni pravidelny a nepravidelny zebfiik a Seskok s volbou.
Vysledky testl se zaznamenavaly a nasledné statisticky vyhodnotily. Pokud neni
uvedeno jinak, uvedené signifikantni hodnoty jsou vypocitany vzhledem ke kontrolni
skuping.

V prvnim provadéném testu Open field byla po dobu péti minut pomoci kamery
zaznamenavana motorickd aktivita. Pomoci k tomu urcené¢ho programu se nésledné
vypocitala celkova usld vzdalenost a maximalni vykonand rychlost kazdého zvitete.
V ramci prvni méfené hodnoty vyslo, ze obé ovlivnéné skupiny usly od 15. do 25. dne
krat$i vzdalenost nez-1i kontrolni skupina, kde 18. a 21. den byl tento rozdil u skupiny
S baclofenem signifikantni. 25. den se tento rozdil obratil. 31. a 60. den byla
ovlivnénym skupinam naméfena delsi vzdalenost, kde u skupiny s baclofenem byl tento
rozdil 31. den signifikantni. U méfeni hodnoty maximalni rychlosti se u kontrolni
skupiny projevil od prvniho dne testovani postupny nartist hodnoty, a to kromé 18. dne,
kdy byl zaznamenadn prudky vzestup ve vykonané rychlosti. Ovlivnéné skupiny také
vykazaly podobny vykyv ovem s jistym zpozdénim. U skupiny s CGP35348 tomu bylo
21. den a u zvitat s baclofenem 25. den. Dale baclofenova skupina prokazala v 18. a 21.
den signifikantné nizsi rychlost. Stejné tak potkani s antagonistou méli 18. a 25. den
signifikantné sniZené hodnoty. Motoricka aktivita byla tedy u obou ovlivnénych skupin
vyznamné ovlivnéna a to predev§im ve smyslu sniZeni, pficemZ vice signifikantnich
zmén prokazala zvirata s baclofenem.

V potadi dalsi testy byly Righting test a Negativni geotaxe. Vysledky prvniho
Z nich, jez hodnotil vzpfimovaci mechanismy poloZenim zvifete do supinacni polohy,
nezaznamenaly Zadné odchylky ani jedné skupiny. Druhy neurologicky test probihajici
12. a 15. den, byl zaméfeny na Cas potiebny k pfetoceni se na naklonéné roving. Piinesl
jednu signifikantni hodnotu a to u skupiny s baclofenem, ktera 15. den potifebovala
vyznamn¢ del$i dobu. Rovnéz druhé ovlivnéné skupiné byl naméfen delsi ¢as a to v oba
testovaci dny. Neurologické testy tedy odhalily vyznamné zhorSené vzpiimovaci
schopnosti u potkant ovlivnénych baclofenem.

AC¢ hodnotila posledni skupina testti piedev§im schopnost motorické koordinace
a svalovou silu, dal§$im moZnym faktorem ovliviiujicim vykon zvifat byl strach z vysky.
Testovaci aktivity byly totiz provadéné v priméru dvacet centimetrii nad zemi. Prvnim
ukonem byla vydrz na hrazdé. Mé&fil se Cas, jak dlouho se zvife na ty¢i udrzi a dale se

hodnotila schopnost pfitazeni zadnich konletin. V pifipadé vydrZze nebyla namétena
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zadna signifikantni hodnota. Jediny rozdil byl zaznamenan 18. a 31. den, kdy obé&
ovlivnéné skupiny vydrzely na hrazdé€ o chvili déle nez kontrolni skupina. Zajimavé je,
ze jak prvni méfeny den (12.) tak posledni (60.) vykazaly vSechny skupiny stejné
hodnoty. Pfi hodnoceni schopnosti pfitahnout zadni koncetiny k hrazd¢, jez hodnotila
velmi vyznamné svalovou silu a koordinaci, byly jediné rozdily prokazany 21. den, kde
vSechna zvifata ovlivnénych skupin tento ukol vykonala. V kontrolni skupiné toto
dokazala pétina zvifat. DalSim testem bylo lano, kde se hodnotila délka vydrze a od 18.
den schopnost oto¢it se hlavou nahoru. V porovnani s kontrolni skupinou vykazala
zvitata s CGP35348 ve vSech dnech kratsi vydrz na lan¢ a to az na 31. den, kde se toto
oto¢ilo a ovlivnéna zvifata zistala na lané signifikantn¢ déle. Skupina s baclofenem
mela taktéz o néco niz8i hodnoty oproti kontroldm, zddnd znich ovSem nebyla
vyznamnd. Otoceni hlavou nahoru vykdzala zvifata z obou ovlivnénych skupin ve
vétsim zastoupeni nez zvifata kontrolni. Nasledujici dva testy hodnotily pfedevsim
koordinaci a piesnost provadénych pohybd. V obou piipadech se jednalo o prejiti
zebtiku, jednou s pravidelnymi a podruhé s nepravidelnymi ptickami. Zaznamenaval se
¢as, chyby, tedy stoupnuti mimo pficku, a zvifata, kterd ptesla cely Zebtik. V ptipadé
pravidelného zebtiku stravily obé ovlivnéné skupiny timto tkolem vyrazné delsi dobu
nez kontrolni zvifata. U skupiny s baclofenem byla tato hodnota 25. den signifikantni.
V poctu chyb vykdzala naopak skupina s CGP 35348 18. den vyznamné vyssi pocet a to
vzhledem k obéma dal§im skupinam. 21. a 25. den pak ob¢ ovlivnéné skupiny vykonaly
vice chyb nez skupina kontrolni. Oproti tomu 31. den Zzadné zvife ze skupiny
s CGP35348 neprovedlo ani jednu chybu, coZ se projevilo jako signifikantni. Pfi
hodnoceni pfechodu celého zebiiku projevila zvifata s baclofenem opozdény pribéh
vzhledem k ostatnim skupinam. V ¢ase piejiti nepravidelného zebiiku obé ovlivnéné
skupiny stravily timto 25. den vice €asu neZ kontrolni zvitata. U skupiny s CGP35348
byl tento rozdil signifikantni. U poctu provedenych chyb bylo taktéz 25. den
zaznamenano véEtsi Cislo u ovlivnénych zvifat, kde u skupiny s CGP 35348 byla tato
hodnota vyznamna. V tspésnosti pirechodu celého zebtiku méla skupina s baclofenem
nejhorsi vysledky. Vyznamné rozdily nebyly ovSem zaznamenany. Poslednim testem
byl Seskok s volbou. Zde byla zvifata dana na vyvySenou ploSina nad dvéma Kkotci,
jednim prazdnym a druhym s ostatnimi zviraty. Méfil se Cas potfebny pro opusténi
ploSiny a zaznamendvala zvifata, kterd se rozhodla pro kotec s ostatnimi potkany.
V prvnim piipadé vySel zajimavy vysledek a to v u obou ovlivnénych skupiny, které
stravily na plosiné vyrazné krat§i dobu neZ kontrolni zvifata. U skupiny s baclofenem
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bylo toto signifikantni. 21. den a 25. den m¢la vSechna testovana zvifata podobné
vykony. 31. den pak naopak ovlivnénad zvitata potiebovala delsi cas pro seskok. U
skupiny s CGP 35348 byla tato hodnota signifikantni. V hodnoceni zastoupeni zvifat,
ktera se rozhodla pro kotec se zvitaty, nebyly zjistény vyznamné odchylky. Hodnoceni
koordinace, ptesnosti pohybu a svalové sily tedy vykdzalo vyznamné zmény ve
schopnostech ovlivnénych zvifat, a to pfedevsim u skupiny s CGP 35348, u které byl
nameéten vEtsi pocet signifikantnich hodnot.

Zaveérem tedy lze fici, Ze tato studie prokazala signifikantni zmény ve vyvoji
motoriky laboratorniho potkana v dasledku ovlivnéni GABAg receptorii. Vyznamné
zmény byly vyhodnoceny jak u skupiny, které byl podan agonista téchto receptorti, tak
u zvifat a aplikovanym antagonistou. Zaroven ovSem nebyly evidované zmény stejné u
obou skupin. Zatimco zvifata s baclofenem prokazala nejvétsi zmény v motorické
aktivité, potkani s CGP 35348 vykazaly nejvétsi zmény u testli zaméfenych na
koordinaci a svalovou silu. Druhou casti vysledkl je zavér, ze ani u jedné skupiny

zmény ve vyvoji motoriky neptetrvavaji do obdobi rané dospélosti.
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SOUHRN

Cilem této prace bylo prokazat, zda ma ovlivnéni GABAg receptord vliv na
motoricky vyvoj laboratorniho potkana a pokud ano, zda tyto zmény pietrvavaji do
dospélého veku. Testovany byly tii skupiny zvifat. Prvni z nich obdrzela davky
baclofenu, tedy selektivniho agonisty GABAg receptort, ktery je jako jediny agonista
pouzivany v klinické praxi. Druhé skupiné byl podan CGP 35348, coz je antagonista
téchto GABAergnich receptori. Treti kontrolni skupina pak dostala davky
fyziologického roztoku a to z toho divodu, Ze baclofen i CGP 35348 byly pro aplikaci
rozpusténi pravé ve fyziologickém roztoku. Obé latky i fyziologicky roztok byly
zvitatim aplikovany od 7. do 11.dne po narozeni intraperitonealné mikroposunem,
ktery zajistuje presné podani pozadovaného objemu. Tento veék byl vybran z divodu, ze
pii srovnani zralosti centralni nervové soustavy clovéka a potkana, odpovida toto
prenatdlnimu a casné postnatalnimu obdobi lidského novorozence narozeného
V terminu.

Dtivodem, pro¢ se tato studie zaméfila na prenatdlni a ¢astecné i postnatalni
ovlivnéni GABAGg receptord je fakt, ze a¢ je baclofen klinicky ucinnou a provéienou
metodou volby pii 1é¢bé spasticity a to jak v détském tak dospélém véku, existuje jen
velmi maly pocet praci dokumentujicich ucinky této latky na lidsky plod a
novorozeného jedince a jeho postnatalni vyvoj. Oziejmeéni ¢i vyvraceni jeho moznych
ucinkil a tedy rizik na nezralého jedince by tak pomohlo pfi jeho klinickém uziti u
t€hotnych matek s projevy spasticity, dale u novorozencli s vyraznymi projevy
hypertonie a Vv neposledni fadé u novorozenci vykazujici abstinenéni ptiznaky
Vv disledku intrauterinniho ptisobeni baclofenu.

Testovani probihalo ve stejnou denni dobu v predem stanovené dny, které
znamenaji dilezité mezniky ve vyvoji motoriky potkana. Zacinalo se ve stafi 12 dni a
dale se pokracovalo 15., 18., 21., 25., 31. a 60. den. Dohromady bylo pouzito osm testl,
hodnotici reflexni vzpfimovaci mechanismy, motorickou aktivitu, svalovou silu a
koordinaci. Vysledky byly statisticky zpracovany a vyznafenim signifikantné
vyznamnych hodnot.

Ziskané hodnoty této studie vykazuji signifikantni zmény v motorickém vyvoji u
obou ovlivnénych skupin ve srovndni s kontrolni skupinou a to ve smyslu zpomaleni
tohoto vyvoje. U zvifat s baclofenem bylo naméfeno nejvice signifikantnich hodnot

vtestu Open field, coZz se projevovalo sniZenou motorickou aktivitou. U potkant
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s CGP35348 se vyskytlo nejvétsi mnozstvi signifikanci v testu Nepravidelny
horizontélni zebiik, coz se projevilo jako zhorSeni schopnosti koordinace a ptesnosti
provadéného pohybu. Zaroven je zajimavé, Ze i pies tyto zmény mezi ovlivnénymi
skupinami byl naméfen jak u zvifat s baclofenem,tak s CGP 35348 stejny pocet
signifikantnich hodnot. Dal§im vysledkem, ktery tato studie poskytla, je fakt, Ze testy,
které byly provadény 60. den, tedy v dospélosti zvitat, byly u vSech zvifat a vSech testl
totozné. Z toho vyplyva, ze zmény projevujici se béhem motorického vyvoje v disledku
prenatalniho a casné postnatalniho ovlivhéni GABAg  receptori nepietrvavaji

do dospélosti.
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: Potencionalni terapeutické uziti ligandi GABAg receptorii
: Nasledky ovlivnéni GABAGg receptorii baclofenem

: Open field P18 — skupina A

: Open field P18 — skupina B

: Open field P18 — skupina C

: Hrazda P60 — skupina B

: Hrazda P25 — skupina C

: Lano P18 — skupina C

: Lano P18 — skupina C
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Piiloha €. 1: Potencionalni terapeutické uZiti ligandi GABA receptori

(ptevzato z Bowery, 2010)






Piiloha €. 3: Open field - Skupina A
Na snimku zobrazena trajektorie, kterou uslo
osmnact dntl staré zvife ze skupiny A

Priloha €. 4: Open field - Skupina B
Snimek zobrazuje trajektorii, kterou vykonalo
osmndct dnu staré zvife ze skupiny B

Piiloha €. 5: Open field - Skupina C
Snimek zachycuje trajektorii osmnact dnt
starého zvife ze skupiny C

69



Priloha ¢&. 6: Hrazda P60 — skupina B Snimek zachycuje dva mésice staré zviie ze skupiny B pfi testovani na
hrazdé€. Je patrné, Ze zvife v tomto véku jiz dosdhne ocasem na zem, ¢im se snizuje faktor strachu a tedy i ¢as, po
kterou se zvifata na hrazd¢ udrzi.

Priloha ¢. 7: Hrazda P25 — skupina C Fotografie zachycuje dvacet pét dnti staré zvife ze skupiny C pfi testovani na
hrazd¢ a s pfitazenymi zadnimi koncetinami.
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Piiloha €. 8 2 9: Lano P18 — skupina C Fotografie zachycuji osmnéct dnii starého mladé ze skupiny C pti testovani
na lané. Na prvni fotografii je mladé chvili po zacatku testu. Na druhém snimku se mladé ota¢i hlavou doli.
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