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Studium dlouhodobého vlivu zvySeni GABAergni inhibice
v perinatalnim obdobi na vyvoj habituace u laboratornich
potkant

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo experimentalni ovéfeni hypotézy, ze farmakologické
zvyseni GABAergni inhibice v perinatdlnim obdobi ovlivni vyvoj habituace spolu s dal§imi
prvky emociondlniho chovani (anxiety) u laboratornich potkant.

Pro tento ucel bylo pouzito samct laboratornich potkani kmene Wistar, kterym byl
V perinatalnim obdobi po dobu 5 po sobé jdoucich dni (P7 — P11) podan klonazepam (CZP,
latka ze skupiny benzodiazepintll). Aplikace latky byla provedena intraperitonedln¢ v mnozstvi
1 mg/kg/den. Poloving testovanych zvifat byl podan CZP, druhé poloving zvifat byl aplikovan
fyziologicky roztok ve stejném mnoZzstvi. Testovani habituace jako nejjednodussi formy uceni
a anxiety (Uzkosti), probihalo v behaviordlnim testu otevieného pole (open field test).
Testovani zacCinalo 21. den postnatidlniho véku potkant (P21) a probihalo do véku P45.
Experiment probihal vzdy 4 po sobé¢ jsouci dny v 15 minutovych sezenich, poté nasledovala 3
denni pauza. Pro testovani byly pouzity dvé velikostni modifikace OF arény v souvislosti se
stafim pokusnych zvifat. Pohyb zvifat v OF aréné¢ byl nahrdvan kamerovym systémem a
nasledné vyhodnocovan pfislusnym programem. Sledované parametry zahrnovaly celkovou
ubéhnutou vzdalenost v aréné OF jako ukazatel habituace, délku setrvani zvitete v centru
arény a dobu latence k prvnimu vstupu do centralni oblasti OF jako ukazatel anxiety. Ziskané
udaje byly vyhodnoceny piislusnymi statistickymi testy.

Benzodiazepiny patii mezi 1éky, které maji Sirokou moznost vyuziti, mimo jiné jSou
také pouzivany pii 1é¢bé epilepsie. Diky jejich vlastnostem se pouZzivaji u vSech vékovych
skupin pacienti (v€etné novorozencu) a jsou také predepisovany té¢hotnym zenam. Klinické a
experimentalni studie naznacuji, Ze zde existuje jisté riziko v souvislosti s opakovanym
podavanim benzodiazepinii béhem prenatalniho, nebo Casné postnatalniho obdobi v oblasti
vyvoje mozku a chovani. Antiepileptika obecné maji vliv na vyvoj mozku prostfednictvim
ovlivnéni bunécné proliferace, neurogeneze, migrace, neurondlni apoptdzy, synaptogeneze
apod. Mimo jiné ovliviiji dal$i vyvoj prostiednictvim jejich plsobeni na neurotransmitery,
zejména GABA, jejiz jsou agonisté a zvySuji inhibici v CNS.

Vysledky této studie neukdzaly zhorSené uc€eni (zhorSenou habituaci) u potkant, ktefi
byli perinatalné ovlivnéni CZP. Anxiolyticky efekt BZD nebyl rovnéz statisticky prokazan.
Patrna byla ovSem urcita tendence CZP zvitat projevovat chovani spojené se snizenou tzkosti
(vyssi aktivita a delSi pobyty v centru OF pfi prvnim umisténi do neznamého prostiedi apod.).

Kli¢ova slova: habituace, anxieta, vyvoj, potkan, open field, GABAergni inhibice,

benzodiazepin



Effects of augmentation of GABAergic inhibition on the
development of habituation in immature rats: longitudinal
study

Summary

The objective of this dissertation has been to experimentally verify the hypothesis that
the pharmacological augmentation of GABA inhibition in the perinatal period influences the
development of habituation along with other elements of emotional behaviour (anxiety) in
laboratory rats. Male laboratory rats of the Wistar breed, which were administered
clonazepam (CZP, a substance from the benzodiazepine group) on 5 consecutive days (P7 —
P11) in the perinatal period, were used for this purpose. The application of the substance was
undertaken intraperitoneally at the amount of 1mg/kg/day. Half the test animals were given
CZP, while the second half of the animals were administered a physiological solution at the
same amount. The testing of the habituation as the simplest form of learning and anxiety took
place in behavioural open field behavioural tests. The testing commenced on the 21% day of
the rats’ postnatal age (P21) and continued until they reached the age of P45. The experiment
always took place on 4 consecutive days in 15 minute sessions followed by a 3-day break.
Two size modifications of the OF arena were used for the testing depending on the age of the
test animals. The movements of the animals in the OF arena were recorded using a camera
system and subsequently evaluated using the appropriate program. The monitored parameters
included the total distance run in the OF arena as an indicator of the habituation, the amount
of time which the animal spent in the centre of the arena and the latency period prior to the
first entry into the central area of the OF arena as an anxiety indicator. The ascertained
information was evaluated using the appropriate statistical tests.

Benzodiazepines belong to a group of medicines with a wide range of uses, including
during the treatment of epilepsy. Thanks to their properties, they are used in all patient age
groups (including newborns) and are also prescribed to pregnant women. Clinical and
experimental studies have indicated that a certain risk exists in the area of cerebral and
behavioural development in association with the repeated administration of benzodiazepines
during the prenatal or postnatal period. Antiepileptic drugs generally influence the
development of the brain by influencing cell proliferation, neurogenesis, migration, neuronal
apoptosis and synaptogenesis etc. Amongst other things, they also influence further
development by acting on neurotransmitters, especially GABA, which are agonists and
increase inhibition in CNS.

The results of the study did not shown any reduced learning (reduced habituation) in the
rats which were perinatally influenced by the CZP. The anxiolytic effect of BZD was also not
statistically proven. There was, however, a certain tendency of the CZP animals to manifest
behaviour associated with reduced anxiety (greater activity and a longer stay in the centre of
the OF during the initial placement in an unknown environment and so on).

Keywords: habituation, anxiety, development, rat, open field, GABAergic inhibition,
benzodiazepin
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1 Uvod

Benzodiazepiny (BZD) jsou psychotropni latky, které jsou od svého zavedeni r. 1960
pouzivané 1 K 1é¢bé epilepsie a epileptickych stavi (Haefely 1989), patii tedy mezi skupinu
1é¢iv oznaCovanych jako antiepileptika (AED) (Turski & lkonomidou 2012). BZD pisobi
prostiednictvim Kkyseliny gama - aminomaselné (GABA), nejdulezitéjsiho inhibi¢niho
neurotransmiteru v sav¢éi CNS, jako agonisté GABAA receptori (Haefely 1989). Glutamat a
GABA jsou hlavni neurotransmitery v mozku savcd, které reguluji vyvoj mozku na
molekularni, bunééné a systémové urovni. Sedativni, anestetické a antiepileptické Iéky
S t¢mito neurotransmitery interaguji a mohou vyvoj zna¢né ovlivnit (Turski & Ikonomidou
2012).

BZD se pouzivaji obecné v Siroké Skale 1ékarskych indikaci a u vSech vékovych skupin
pacientl, v¢etné novorozenci (Kubové et al. 2018). Klinické vyhody téchto 1¢kti zahrnuji
rychly nastup ucinku, vysokou ucinnost a minimalni toxicitu. Maji Siroké spektrum klinické
aktivity a mohou byt podavany nékolika zpusoby (Riss et al. 2008). Zjisténi ucinki Casné
expozice BZD na vyvoj] mozku mé velky vyznam z diavodu pouziti téchto latek u
pediatrickych pacientli. Studie na hlodavcich prokéazaly, ze expozice BZD béhem vyvoje
mozku vedla k trvalé zméné funkce mozku, zmén chovani a kognitivnich deficitt (Kubova et
al. 2018). Antiepileptika obecné maji vliv na vyvoj mozku prostfednictvim ovlivnéni bunécné
proliferace, neurogeneze, migrace, neuronalni apoptdzy, synaptogeneze apod. ve vyvijejicim
se mozku. Kritickym obdobim vysoké zranitelnosti mozku vic¢i BZD je obdobi ristu mozku
(Turski & Ikonomidou 2012). Nékolik studii prokazalo, ze Casna postnatalni 1é¢ba agonisty
GABA je spojena s poruchou uceni a paméti. Agonisté GABA zpUsobuji také podstatnou
neuroapoptoézu ve vyvijejicim se mozku potkant (Bittigau et al. 2002; Kaindl et al. 2006;
Stefovska et al. 2008). Mohou mit také nepfiznivé ucinky na lidsky intelekt (Bittigau et al.
2002). I kdyz jsou benzodiazepiny jednou z nejastéji predepisovanych skupin anxiolytickych
1é¢iv t€hotnym Zenam, mohou mit také nezadosuci G¢inky na plod (Igbal et al. 2002). Proto se
dnes se spekuluje o vhodnosti pouzivani nékterych BZD téhotnymi Zenami, kojenci a détmi
(Turski & Ikonomidou 2012).

V této diplomové praci jsme se zaméfili na latku ze skupiny benzodiazepint - klonazepam
(CZP). Ptedchozi studie ukézaly, ze je to latka, ktera vykazuje znacné antikonvulzivni a
anxiolytické¢ ucinky u mladych potkant v kojeneckém veéku (Kubovd & Mare§ 1989;
Mikulecka et al. 2011), zaroven ale Casné podavani téchto latek vede ke zméné. Z tohoto
vypliva trvald zména kognitivnich funkci a socidlniho chovéani u zvifat, kterd byla 1écbé
klonazepamu vystavena (Mikulecka et al. 2014a, b). Rozhodli jsme se proto otestovat vliv
¢asného podavani CZP na neasociativni pamét’ a emocionalni chovani laboratornich potkant.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo v experimentdlni studii ovéfit hypotézu, ze
farmakologické zvySeni GABAergni inhibice v perinatalnim obdobi dlouhodobé ovlivni
Vyvoj neasociativni paméti a emocionalni chovani u laboratornich potkand.

H1: Farmakologické zvyseni GABAergni inhibice v prub¢hu perinatadlniho obdobi vede
k ovlivnéni vyvoje habituace jako neasociativni formy uceni a paméti u mlad’at laboratorniho
potkana.

H2: Spolu s habituaci bude ovlivnéno emocionalni chovani zvifat (anxieta) pfi
vystaveni zvifat neznamemu prostiedi.



3 Literarni reSerse

3.1 Laboratorni potkan (Rattus norvegicus)

Laboratorni potkan je jednim z nejcastéji pouzivanych druhti zvifat ve vyzkumu a své
prvenstvi ma 1 mezi hlodavci, ktefi tvoii téméf 80 % experimentalnich zvitat (Sengupta 2013).
Z velké casti je to kvuli jejich malym rozmérim, niz§im nakladdm na odchov a chovné
prostiedi, vysoké reprodukéni rychlosti a velikosti vrhu. V experimentech se také mohou
pouzit ve vétsim poctu a pii invazivnéjSich metodach vyzkumu (Makowska & Weary 2013).
Jako nejvyznamnéj$i savéi modelovy organismus mé vyznam pro fadu biomedicinskych
vyzkumi, Siroké vyuziti nachazi napfiklad v toxikologii, teratologii, experimentalni
onkologii, experimentalni gerontologii, v kardiovaskularnim vyzkumu, imunologii,
imunogenetice, zubnim vyzkumu a experimentalni parazitologii (Sengupta 2013). Své misto
ma také v oblasti psychologie pifi studiu duSevnich (mentalnich) procesii, véetné¢ emoci.
(Makowska & Weary 2013). Je také nejpouzivanéjSim laboratornim savcem pii studiu
chovani, kdy neni pfili§ vhodné pouZziti mysi (Sengupta 2013).

3.2 Vyvoj (ontogeneze)

3.2.1 Obdobi ve vyvoji

Mlad’ata potkant se rodi po kratké gestaci (22,5 dne), jsou altricialni, coZ znamena, ze
se rodi na nizkém stupni vyvoje, pii narozeni jsou slepa, hola a mnoho neurogennich zmén
nastava az postnatalné (Clancy et al. 2007). Casné postnatalni obdobi je charakterizovano
velkou plasticitou s tzv. kritickymi okny, ve kterych miize byt jakykoli zdsah schopen ovlivnit
jak pozitivng, tak nepfizniv€ dalsi riist a vyvoj. Po narozeni se potkani dostdvaji do tzv.
"presuckling periody" (pocate¢nich 6 hodin ukonéené prvnim osetfovanim), charakterizované
pfechodem z plodové vody do ovzdusi, zmé&nami teploty okoli, ukoncenim placentarni vyzivy
a oxidacnim stresem. Po této etapé nastdva obdobi kojeni a mlad’ata zacinaji konzumovat
mléko svych matek. Spotfeba mléka kulminuje ve véku P15, pak klesa a konci ve véku P28.
Konec obdobi kojeni a nastup fyziologického odstavu je uréen okamzikem, kdy mlad’ata
poprvé konzumuji tuhou potravu spolecné s mlékem (P17). Ve véku P19 se objevuje prvni
ptijem pitné vody. Obdobi odstavu kon¢i posledni konzumaci matetského mléka ve véku P28
(Ostadalova & Babicky 2012). Vyvojovy profil potkana je zobrazen na obrazku ¢. 1. Po
obdobi odstavu (zde znafen jako cCasny odstav ve veéku P21) dochazi k sexudlnimu zrani
zvitat. Sexualni zralost je obecné zahdjena tzv. otevienim vaginalniho Usti u samic, a separaci
pfedkozky u samct. Tento jev pozorujeme u samic potkand pfiblizné ve véku P32 - P34. U
samci k tomu dochazi mnohem pozdé¢ji, vétSinou v rozmezi P45 — P48. VEk, ve kterém samec
dosahne pohlavni zralosti je ovSem velmi variabilni a mtze se pohybovat v rozmezi P40 -
P76. Pohlavni zralost sama o sobé neznamend zacatek dospélosti, ale spiSe zacatek
adolescence. Dospélost zacina u potkanu 8 tydnd po narozeni, ve véku P63 (McCutcheon &
Marinelli 2009).
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Télesna hmomost potkani se virazné méni béhem prvnich 2 posmatalnich mésicl Zivota. Samci potkani vazi
piiblizné 14g ve véku 7 dmi (P7), 45g v obdobi odstavu (P21), 115g v obdobi adclescence (P35) a 300g v ranné
dospélosti (>P63). VEtiina ex — vive studii se provadi béhem tohoto obdobi rvchlého nistu spise, nez u plné

dospélych zvitat.

Obrazek 1: Vyvojova stadia potkana spolu s orienta¢ni vahou zvitat v kazdém obdobi
(McCutcheon & Marinelli 2009).

3.2.2 Vyvoj mozku a nervové soustavy

Béhem ontogeneze se odehrava znaéné mnozstvi vyvojovych procesti nutnych k tomu,
aby se z embrya stal dospély jedinec (McCutcheon & Marinelli 2009). Cetné studie dokazuji,
Ze vyvoj mozku neni zdaleka ukonéen pii narozeni, ale pokracuje béhem détstvi, po celou
dobu adolescence az do obdobi dospélosti (Counotte et al. 2011). Ne&které zmény se
uskutecinuji postupné, jiné vznikaji nahle a maji rizné trajektorie (McCutcheon & Marinelli
2009). Existuje obecné poznani, Ze vyvijejici se nervovy systém je kvalitativné odlisny od
nervového systému dospélych zvifat (Rice & Barone 2000). Nemtzeme proto tvrdit, Ze
vyvijejici se mozek je v podstaté maly dospély mozek (Dehorter et al. 2012). Diky této
skute¢nosti je pii provadéni experimentd dilezité pracovat se stafim zviiete a jeho vékem jako
s dilezitym faktorem (McCutcheon & Marinelli 2009). Navzdory zménam v mife ristu
mozku u savcl je mozné provést srovnani vyvoje mozku mezi druhy (Turski & lkonomidou
2012).

Samotny vyvoj mozku a nervového systému je velice pozoruhodny proces.
V embryondlni fazi vyvoje dochazi nejprve k tvorbé neuronovych progenitorovych bunék.
Tyto bunky pozd¢ji diferencuji a migruji na své konecné umisténi (Andersen 2003). Neurony
vznikaji vétsinou diive, gliové bunky pozdé€ji (Squire et al. 2008). Jakmile se neurony
dostanou na cilové misto, zaéne dochazet ke tvorbé spojeni. Migraci neurond ovliviiuje fada
faktort, jako naptiklad nervovy rastovy faktor (NGF). Exprese rustovych faktorti dosdhne své
nejvyssi trovné v prenatalnim obdobi, protoZe neurony poprvé vytvaieji synaptické kontakty,
a opét nartistd v ramci raznych oblasti mozku v pribéhu postnatidlniho vyvoje u potkant.
Ristové faktory hraji mimo jiné roli v synaptické plasticité po celou dobu Zivota a jsou
nedilnou soucasti neuronovych zmén spojenych s ucenim, ucinkem 1éCiv, nebo nervovym
poskozenim, naptiklad pti trazech (Andersen 2003). Zakladem pro vznik nervového systému
je proces neurulace, tedy vznik neuralni listy a pozdéji nervové trubice. Nervovy systém
vznika z ektodermalni tkané, ze které se druhotn¢ diferencuje také epidermis. Neurulace je
velmi naro¢ny proces, kdy sebemensi chyba mtize znamenat rozsahlé vyvojové vady (Squire
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et al. 2008). Notochord (struna hibetni) definuje primitivni osu embrya a bude za¢lenéna do
obratlového systému. Notochord indukuje nad nim ulozeny ektoderm (piekryvajici se
ektodermalni tkan), aby se vyvinul v neurdlni ploténku. Neurdlni ploténka invaginuje podél
své centrdlni osy, aby vytvofila neuralni brazdicku s neurdlnimi zahyby (valy) na kazdé
stran¢. Neuralni zahyby poté srostou a vytvoii neurdlni trubici v blizkosti piedniho konce
notochordu; tato fuze probiha jak kranialné, tak kaudalné zptisobem podobnym zipu. Jakmile
vznikne neurdlni trubice, populace bun¢k se od povrchu ektodermu oddé€luje na vrcholu
nervovych zahybl, ¢imz vznikne neurdlni liSta. Z bun¢k neurdlni liSty vzniknou naptiklad
senzorickd ganglia hlavovych nervii, spinalni ganglia a ganglia autonomnich nervi,
Schwannovy bunky (buiiky pokryvajici periferni nervy) a mozkové a misni pleny (Rice &
Barone 2000). Pti vyvoji rovnéz dochazi k vétveni axond a dendritl, ¢imz vytvareji dalezita
Synapticka spojeni, ktera tvofi prostor pro kédovani informaci potencialné po zbytek zivota
(Andersen 2003). Zpocatku jsou synapticka spojeni nervovych bunék nadbyte¢na a hladina
receptort se zvySuje. V prub¢hu dal§iho vyvoje dochazi na zakladé neuronalni aktivity
V ramci tzv. ,,activity dependent processes” K postupnému vytvaieni funkénich neuronalnich
siti (Counotte et al. 2011). Jakmile nastane pocate¢ni faze tvorby neurondlnich spojeni,
ptiblizné 50 % vSech neuront je eliminovano béhem obdobi bezprostiedné pied narozenim, a
to procesem znamym jako programovana bunéfna smrt neboli apoptéza. Béhem tohoto
obdobi dochazi k dramatickému morfologickému pieskupeni s cilem zvysit efektivitu
synaptického pienosu. Druha vina zvySené tvorby neuronalnich spoju a eliminace neurond
nastdva b&hem periadolescence (Andersen 2003). B&hem adolescence se také zvySuje
myelinizace axonl a tim 1 rychlost pfenosu. Dlouhé spoje mezi riznymi oblastmi mozku jsou
jesté nezralé a crosstalk mezi témito oblastmi musi dosahnout koneéné rovnovahy. Mozek
adolescentll se tedy funkcéné li§i od mozku dospélych jedincl a je nutno podotknout, Ze
obdobi adolescence hraje v celkovém vyvoji podstatnou roli (Counotte et al. 2011). Jednotlivé
oblasti mozku dozravaji podle riznych ¢asovych schémat. Mezi pozdé&ji se vyvijejici struktury
patii napiiklad kura, hipokampus a mozecek (Andersen 2003). Struktury zadniho mozku se
tedy vyvijeji diive nez struktury pfedniho mozku a medialni struktury rovnéz zraji diive nez
lateralni (Rice & Barone 2000). V ramci jednotlivych oblasti mozku se také subpopulace
neuronll vyvijeji odlisn¢€. Purkynovi buiiky, které se nachézeji v kiife mozecku se napftiklad
vyvijeji brzy, a to 13. — 15. embryonalni den u potkanti a v rozmezi 5. — 7. tydne u lidi.
Granularni bunky kiiry mozecku se tvoii mnohem pozdéji, a to 4. — 19. postnatalni den u
potkanti a 24. — 40. tyden téhotenstvi u lidi (Kaindl et al. 2006).

V CNS jsou struktury budovany proliferaci bunék, migraci a sekvenci krokt
nazyvanych diferenciace. Normalni funkce vyzaduje specificky pocet bunék s odpovidajicimi
vlastnostmi na spravném misté. Migrace bunck umoziuje, aby neurony dosahly své konecné
lokality, kde mezi sebou vytvoii fyzicky kontakt a vytvoii slozit¢ obvody. Spojeni probiha
prostfednictvim procesu synaptogeneze. Vyvojové obdobi synaptogeneze je kritické pro
tvorbu zdkladnich neuronalnich okruhti, i kdyZ neurony jsou schopny vytvéiet nové synapse
po cely zivot (Turski & Ikonomidou 2012). Neurotransmitery moduluji proliferaci nervovych
kmenovych bunck, neuroblastd a glioblastl, reguluji migraci a indukuji diferenciaci.
Farmakologické latky, které interferuji s neurotransmisi béhem vyvoje, mohou zpiisobit trvalé
defekty v CNS. Apoptdza (zminéna vyse) je regulovana rustovymi faktory a cytokiny stejné
jako neurotransmitery a je provadéna fadou intracelularnich proteind. Jakakoli latka, ktera
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zasahuje do téchto procesl, mize tempo apoptozy ovlivnit (Kaindl et al. 2006). Apoptoza
nastava v mozku potkanli mezi postnatalnim dnem PO a P3 v subkortikalnich strukturach (pf.
hipokampus a talamus), v neokortikalnich oblastech ve v€ku P3 az P7, poté postupné klesa a
konci ve véku P21. Mezi latky, které mohou apoptéozu neuronli ve vyvijejicim se mozku
zvysit, patii mimo jiné agonisté receptort GABAA, a to napiiklad barbituraty, benzodiazepiny
a alkohol (Stefovska et al. 2008). Mnoho latek, jako je napfiklad tolik znamé rentgenové
zateni, zpusobuje poSkozeni mozku tim, Ze zasahuje do proliferace bun¢k (Kaindl et al. 2006).
Obdobi nejvyrazné€jsiho ristu mozku nastdva u riznych zivociSnych druhti v riiznych fazich
vyvoje. U potkanli a mysi se vyskytuje postnatdln¢, u lidi nastdva od Sestého mésice
téhotenstvi a trva nékolik let po narozeni (Stefovska et al. 2008). Kaindl et al. (2006) uvadi,
ze u potkanil toto obdobi piedstavuje prvni 2 postnatdlni tydny, zatimco u lidi je to tfeti
trimestr t€hotenstvi a prvni dva roky zivota (Kaindl et al. 2006). Pro spravny vyvoj mozku je
nutna souhra fady faktord a spravna stimulace neurotransmiterti. Jako pfiklad mtizeme uvést
dopamin a serotonin, neurotransmitery, které jsou zapojené do pocate¢niho vyvoje (rozdéleni
neuroblastl, migrace bunék a tvorba synapsi). Naptiklad dopamin zvySuje neuronalni vétveni
a rust prostiednictvim receptori D2 (Andersen 2003). Dal$im neurotransmiterem, ktery
ovlivituje vyvoj je GABA, o které bude pojednavano v dalsi kapitole této diplomové prace.

3.2.3 Srovnani s vyvojem ¢lovéka
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Obrazek 2: Relativni srovnani véku potkana s vyvojovymi stadii vyvoje lidského mozku
(Counotte et al. 2011).

|
T

Rozdily v délce trvani prenatdlniho a postnatidlniho vyvoje zptlisobuji, ze se vyvoj
potkana a ¢loveéka zda odlisny (Vinay et al. 2005). U hlodavci probiha vyznamna ¢ast vyvoje
nervového systému postnatalné, zatimco u lidi dochéazi ke srovnatelnému vyvoji prenatalné
(Rice & Barone 2000). Obdobi té€hotenstvi trva u lidi pfiblizné 40 tydnt (280 dni), zatimco
gestacni obdobi u potkanil trva kolem tii tydnt (22 - 23 dni). Mlad’ata potkant se rodi vice
nez dva tydny pfed otevienim oc¢i a v dobé, kdy zacina neurogeneze populaci granularnich
bun&k v &ichové baiice, hipokampu a mozecku. Clovék se rodi s otevienymi vicky a velka
¢ast granularnich neurontt v mozecku je jiz vytvoiena (Bayer et al. 1993). Prvni tyden
postnatalniho Zivota u potkana je srovnatelny spozdni gestaci u ¢lovéka (Kubova, pers.
comm.).



Také Rice and Barone (2000) uvadéji, ze je celkovy sled vyvojovych udélosti
srovnatelny mezi druhy, ackoli jsou ¢asova rozmezi zna¢né odlisna.

I kdyz je vyvoj potkana a ¢loveéka ¢asoveé odlisny, vSechny hlavni mozkové struktury,
které nachazime u lidi, jsou také piitomny u hlodavci a zprostiedkovavaji zhruba stejné
funkce. Mozkovy kmen je vétSinou zodpovédny za autonomni funkce, funkei mozecku jsou
motorické schopnosti a motorické uc¢eni. Hipokampus je zodpovédny za prostorovou pamét’ a
kratkodobé uchovani paméti. Mozkova kura je rozdélena na oblasti, z nichz nékteré jsou
zodpovédné za motorickou funkci, jiné za senzorické funkce (vizudlni, sluchové apod.). Ke
tvorbé nervové trubice, kterd tvoti zaklad pro cely nervovy systém, dochazi vSak rozdiln¢.
Nervova trubice je kompletni za 10,5 - 11 dni gestace u potkanti a za 26 - 28 dni gestace u
lidi. Na zacatku druhého tydne gestace u hlodavci a prvniho mésice gestace u lidi se zacinaji
vytvaret specifické oblasti CNS neurogenezi a migraci bunék v pfednim mozku, stfednim
mozku a zadni mozku. Nasleduje sekvence vyvojovych procest zahrnujici proliferaci,
migraci, diferenciaci, synaptogenezi, apoptézu a myelinizaci, o nichz je pojednano vyse.
Rozvinuti myelinu se objevi ve vyvoji pozdé&ji, nezli proliferace a migrace neuronové
populace. Vrchol myelinizace nastava ve druhém tydnu postnatalniho vyvoje u potkant a
béhem posledniho trimestru t€hotenstvi u lidi. V tomto obdobi miize byt také myelinizace
nejsnaze negativné ovlivnéna postnatalni podvyzivou ¢i narusenim endokrinniho systému.
Myelinizace poté pokracuje napti¢ adolescenci, a to jak u hlodavcd, tak u lidi. Synapse jako
prostfedky komunikace mezi neurony dozravaji béhem prvnich 3 tydni postnatalniho obdobi
u potkanti a béhem adolescence u primatl a lidi (Rice & Barone 2000). Obecné plati, ze vyvoj
jednotlivych ¢asti mozku probiha u hlodavcd v ramcei dnd, ale v ramci tydnt az mésict u lidi.
Hipokampus se u potkanll vyviji perinatalné, ale prenatdlné¢ u lidi nebo primath bcéhem
posledniho trimestru. Existuji také rozdily v relativni hmotnosti a objemu specifické struktury
mezi jednotlivymi druhy. Snad nejvétSim rozdilem mezi hlodavci a primaty (¢lovékem) je
skutecnost, ze primati jsou zivoCichové, kteti jsou zavisli na ziskdvani podnéth z prostiedi
vizualné. Hlodavci naopak spoléhaji prevazn€ na sluchové a ¢ichové vjemy, a na hmatové
receptory. Vétsi ¢ast mozku u primatd je tedy zaméfend na zpracovani zrakovych vjemd,
kdezto u hlodavcti dominuje ¢ichovy systém. Dal§im rozdilem mezi mozkem potkana a
Clovéka lze pozorovat ve velikosti a struktufe neokortexu. Hlodavei maji hladkou
(lisencephalickou) mozkovou tkan s relativné malo zastoupenym neokortexem, zatimco lidé
maji mozky s vysoce spletitym povrchem (gyrencefalickd mozkova tkan), coz vyplyva z
enormni fylogenetické expanze neokortexu (Rice & Barone 2000).

Mozek potkana zvySuje svoji hmotnost po narozeni ve 3 fazich. Rapidné& roste 2 tydny
od narozeni, pomaleji potom od 2 do 5 tydnii a nejpomaleji od 5 tydnti do 5 mésicti. Od 5
meésict do véku 1 roku je vaha mozku stejnd a neméni se (Rosenberg & Stern 1966).
Dobbing & Sands (1979) uvadéji, ze procentualni hmotnost mozku pti narozeni dosahuje u
lidi 27 % z hmotnosti mozku dospélého jedince. Hmotnost mozku u potkana dosahuje 12 %
z hmotnosti dospélého mozku. Urcité podobnosti mizeme pozorovat také mezi motorickym
vyvojem clovéka a potkana, pokud budeme uvazovat, ze jeden den u potkana odpovida
jednomu mésici véku ditéte. Potkani mlad¢ a lidsky novoroznec jsou z pohledu motorickych
schopnosti pfi narozeni pomérné nezrali a jejich motoricky vyvoj nastava podél
rostrokaudalni osy. Jak ukazuje obrazek cislo 3, dokaze potkan lezici v poloze na biise
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zvednout hlavu ve véku P2, coz odpovida zhruba tietimu mésici véku u ditéte. Kolem véku
P5 dokaze potkan zvednout ramena od zemé (zapojeni piednich konéetin), zadni koncetiny
jsou zapojeny zhruba ve v€ku P10. Od P12 a vyssiho staii zacina zvife pomalu chodit. Stejné
tak lidské dité zac¢ne chodit kolem konce prvniho roku Zivota (Vinay et al. 2005).

elevation of S
‘ the shoulders elevation of
the pelvis
elevation of
the head

| I I | | [
2 4 6 8 10 j2 months
prone & 1
positon A

elevation of
the head and
Human  the shoulders

walking

Obrazek 3: Porovnani postnatalniho motorického vyvoje u ¢lovéka a potkana. Jeden den
potkana odpovidani jednomu mésici ditéte (Vinay et al. 2005).

Zavérem je také mozno fici, Ze pii vyvoji potkana a cClov€ka dochazi k urCitym
podobnostem i V oblasti chovani. Napiiklad obdobi dospivani je u potkana i c¢lovéka
doprovazeno zvySenym rizikovym chovanim (tzv. risk — taking) a zvySenymi socialnimi
hrami. To ma za kol pfipravit jedince na ptfechod do obdobi dospélosti a samostatnosti
(McCutcheon & Marinelli 2009).

3.2.4 Porovnani véku potkana a ¢lovéka

Pro animalni ontogenetické studie je dllezité pouzivat zvirata, kterd svym obdobim ve
vyvoji co nejpiesneji odpovidaji v€kové skupiné osob, na kterou bude vysledek vyzkumu
aplikovan. Vyznamné je to zejména pii studiu a vyvoji 1é¢iv u nemoci, jejichz vznik ¢i rozvoj
je vazan na urité vyvojové stadium. Mezi takové mizeme tadit napiiklad schizofrenii,
parkinsonovu chorobu, nebo Alzheimerovu chorobu (McCutcheon & Marinelli 2009). Piesna
korelace mezi v€kem laboratornich potkani a vékem cloveka je stale predmétem debaty.
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Primérna ocekéavana délka zivota laboratorniho potkana jsou 3 roky, zatimco lidé se dozivaji
primémé 80 let. Z vypoctu dostaneme, ze 13,8 dne u potkana odpovidd 1 roku lidského
zivota a 1 den u potkana odpovida 26,7 dnim zivota lidského. Pokud ale zohlednime rtzné
faze zivota (od odstavu po stafi), dostaneme zcela jina Cisla. Tyto rozdily jsou vysledkem
rozdilné anatomie, fyziologie a vyvojovych procesu potkana a ¢lovéka (Sengupta 2013).

Metody urceni véku laboratorniho potkana

Existuji fady metod, které slouzi K porovnani véku malych savci a véku clovéka
(Sengupta 2013). U experimentalnich zvifat je pomérné snadné stanovit embryonalni staii,
protoze zname den, kdy doslo k oplozeni. U lidi je toto obtizné a den fertilizace je tézké
presn¢ stanovit (Bayer et al. 1993). Mezi metody ur¢eni v€ku patii metoda, kdy se uréuje
hmotnost o¢nich ¢ocek. Hmotnost ¢ocky se zvySuje béhem Zivota a u laboratornich potkant je
toto zvyseni z velké ¢asti nezavislé na nutricnim stavu zvitat. Tato technika pocita s presnosti
pouze 3 — 4 mésice a je tedy nedostatecnd pro stanoveni pfesného veéku jedince. Mezi dalsi
metody patii méteni ristu stoli¢ek, urCovani poctu vrstev v tibii, muskuloskeletarni rtst spolu
se zesilenim epifyz, télesna hmotnost zvifete apod. (Sengupta 2013). Pouziti metody
muskuloskeletarniho ristu k urceni dospé€losti potkani je zna¢né problematické, protoZze na
rozdil od ¢lovéka neni u potkani v dlouhych kostech uzaviena epifyza. Rist skeletu se
zastavuje priblizné v 7. — 8. mésici véku u samcu i samic potkani kmene Sprague - Dawley.
U lidi je uzavfeni rastové desticky (growth plate) ponékud variabilni mezi jednotlivei a mezi
riznymi rastovymi destiCkami v téle. Jeden z poslednich rustovych talifd je v lopatce a
prumérné se uzavira ve véku kolem 20 let (Quinn 2005). Vsechny pouzivané techniky jsou ale
pouze relativnimi metodami a nepfesné definuji absolutni vék zvifat. Obvykle se k urceni
véku pouziva nekolik metod dohromady (Sengupta 2013).

Narozeni, dospélost a stafi potkana a ¢lovéka

Novorozeny potkan vazi ptiblizné 5 az 6 g. Primérnd hmotnost dospélého samce
potkana kmene Sprague - Dawley, ktery byl krmeny ad libitum, se pohybuje kolem 550 g.
Proto novorozeneckd hmotnost potkana tvofi pfiblizné 1 % jejich hmotnosti v dospélosti.
Hmotnost lidskych novorozencii je primémé 2,7 kg. Primérna hmotnost dosp&lého muze je
pfiblizn€¢ 82 kg. Proto tvoii porodni hmotnost ¢lov€ka piiblizné¢ 3 % hmotnosti dospélého
jedince (Quinn 2005). Potkani maji kratké a zrychlené détstvi vuci lidem. Také se rychle
rozvijeji v kojeneckém véku. Lidé se naopak vyvijeji pomalu. V obdobi odstavu je unikatni
pouto mezi matkou a jejimi mlad’aty preruseno a predstavuje vyznamnou zménu ve zpusobu
zivota jedince, ktery prestava pfijimat mateifské mléko a pfechdzi na stravu dospélych
(Sengupta 2013). Miladi potkani zaéinaji pfijimat pevnou stravu okolo P17 dne véku. Cas
straveny sanim matefského mléka zacne klesat kolem véku P15 a pfijem pevné stravy roste. U

laboratornich potkanti dochazi k odstavu primérné ve veéku P28. (Ostadalova & Babicky
2012). Naproti tomu k odstavu u ¢loveéka dochazi ptiblizné kolem 6 mésict (180 dni) veku.
Dalsi dulezitou fazi po odstavu je puberta. Puberta je obdobi zrani pohlavnich bunék a
moznosti prvniho pafeni (Sengupta 2013). Potkani dosahuji pohlavni dospélosti ve véku 40 —
60 dni, praimérn¢ tedy kolem 50 dni v€ku. Lidé dosahuji puberty ve véku 11,5 roku (Quinn
2005). Dosp¢lost za¢ina ve véku 8 tydni (63 dni) u potkana (Sengupta 2013) a ve véku 20 let
u Cloveéka (Vinnay et al. 2005). Stafi z pohledu reprodukce (menopauza) zvazujeme pouze u
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samic, protoze u samcl nastava toto obdobi velmi variabiln¢ a u nékterych zvitat vibec
neexistuje. Samice laboratorniho potkana se dostane do obdobi ukonceni reprodukce mezi 15
— 24 mésicem zivota. Podle Americké 1ékatské asociace nastava obdobi menopauzy u zen ve
veku kolem 51 let (Quinn 2005). Samice potkana zije v priméru 485 dni po dosazeni stafi,
naproti tomu zena zije v praméru 10,585 dni po dosazeni menopauzy. V tomto obdobi se tedy
17,1 dne zivota u potkana rovna jednomu lidskému roku zivota (Sengupta 2013).

Z vyse uvedeného vypliva, Ze ackoli jsou laboratorni potkani hojné vyuzivani jako
pokusna zvifata, nejsou to ale miniatury Clovéka. Jejich rozdilnd anatomie, fyziologie,
vyvojové a biologické parametry musi byt zvazovany pifi provadéni, a predevSim
vyhodnocovani experimentd, kde je vék povazovan za hlavni faktor (Sengupta 2013).
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3.3 Exploraéni chovani a chovani spojené s uzkosti

Explorace je definovana jako aktivni patrani za pomoci pohybové aktivity, které vede
k ziskani informaci o Zivotnim prostiedi, ve kterém se jedinec vyskytuje. Toto prizkumné
chovani, které se vyskytuje ve zvySené mife béhem adolescence, umozinuje mladym
jedincim, aby se sezndmili s novymi aspekty zivotniho prostiedi, rozptylili se na nova uzemi,
ptipadnd teritoria, a ziskali potfebné dovednosti pro samostatnou existenci. Explorace je tedy
nejvyrazngj$i béhem adolescence, ktera zahrnuje obdobi od odstavu po rannou dospélost. Lze
ji dale rozdglit na ¢asnou (P21 - P33), stiedni (P34 - P46) a pozdni (P47 - P59), jak uvadéji
Lynn & Brown (2009). Také Spear (2000) uvadi, ze nejvétsi explorace je pozorovana u
potkani v obdobi dospivani, a to zejména ve véku P28 — P42. Do véku P28 potkani
neopoustéji hnizdo, ve véku P34 adolescenti aktivné zkoumaji okoli a dochazi k interakcim
s jinymi potkany (Spear 2000). Potkani maji systém polygynniho az polyandrického patfeni a
samci disponuji ve srovnani se samicemi niz§imi rodi€ovskymi investicemi. Pro samce jsou
typické disperze zrodného hnizda, jsou teritorialni a navzajem si konkuruji z hlediska
pristupu k notfe a samicim. Pro samce je tedy vyhodné&jsi projevovat tzv. vysoce rizikové
chovani (,,high risk behaviour), coz vede k rychlejsimu shromazd’ovani informaci o okoli.
Samice vykazuji naopak chovani orientované k zajisténi bezpe€nosti a je pro né¢ dulezité
ziskavat informace o jejich blizkém zivotnim prostiedi (Jolles at al. 2015). Na zaklad¢ vyse
uvedené¢ho muzeme predpokladat, Ze explorace u potkanii bude zvysSena napfi¢ adolescenci a
bude vétsi u sam¢ich adolescentt (Lynn & Brown 2009).

Explorace je Uzce spojend s anxietou (uzkosti) a strachem znovych a neznamych
prostor. Naptiklad pokud umistime zvife do testovaciho prostfedi Open Fieldu (OF, viz. nize),
uzkost mize potlacit tendenci potkana explorovat. Diky tomu je po¢atecni aktivita zvifete po
nuceném umisténi do OF spiSe odrazem emocionality nezli explorace. Explorace a anxieta
jsou riizné ovlivnény manipulacemi a prosttedim chovu. Napiiklad neonatalni handling
pusobi primarné na nervové systémy souvisejici se strachem a stresem. Naproti tomu,
obohaceni zivotniho prostiedi (enrichment) vyvolava morfologické a biochemické zmény ve
formaci kury a hippocampu, coZ ma pozitivni vliv na ufeni a pamét (Zimmermann et al.
2001). Bylo také zjisténo, ze zvifata chovana izolované vykazuji fadu behavioralnich a
fyziologickych zmén ve srovnani se zvifaty chovanymi ve skupinach. Potkani izolovani
béhem juvenilni faze vykazovali snizené exploracni chovani, které se projevilo sniZenou
dobou trvani pobytu v centralni zoné OF, zvySenou latenci a snizenym trvanim explora¢niho
chovani, ve srovnani s potkany chovanymi v parech (Arakawa 2005).

Uzkost (anxieta) je zakladni emoci, ktera se vyvijela v priibéhu evoluce. Emoce
koordinuji reakéni systémy a pFipravuji organismus k fedeni problémi. Uzkost je doprovazena
behaviordlnimi a fyziologickymi reakcemi, diky kterym muze jedinec spravné reagovat na
nejruzngjSi situace projevem obranného, nebo uto¢ného chovani. Umoznuje tedy zvifeti
uniknout z nebezpeci a vyhnout se mu i v budoucnu. Posouzeni chovani spojeného s tizkosti u
zvitat je zaloZzeno na predpokladu, ze jejich uzkost je srovnatelna s Uzkosti u lidi. Ve
skutecnosti nelze prokazat, ze zvife zaziva tzkost stejnym zptsobem jako ¢lovék (Ohl et al.
2008). Uzkost je nutné odlisit od strachu. Uzkost a strach jsou normalni emoce s velkou
adaptivni hodnotou, které byly selektovany v prub&hu evoluéniho procesu. Zatimco strach se
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vyskytuje v reakci na konkrétni hrozby, na soucasné nebezpeci a podili se na tom, aby
organismus spravné reagoval na podnéty a signaly, zdroj uzkostného chovani je obvykle
nedefinovany nebo neznamy. Uzkost je tedy reakci na potencialni nebezpeéi. Na rozdil od
normalni, adaptivni uzkosti, ovliviiuji poruchy tzkosti kazdodenni zivot zvifete ¢i Cloveka
(Campos et al. 2013). Pokud je uzkost trvala, nekontrolovatelna, nadmérnd, nevhodna a
dysfunk¢ni, ktera vyvolava fyziologické a behaviordlni odezvy postradajici adaptivni
hodnotu, hovotime o patologické uzkosti. Chovani spojené s patologickou uzkosti je reakci na
zvelicené ocekavani nebo vnimani hrozeb, které jsou nesourodé¢ s aktualni situaci (Ohl et al.
2008). Behavioralni vyjadieni tzkosti je regulovano Centralnim nervovym behavioralnim
inhibi¢nim systémem (BIS). Rovnovaha mezi aktivaci a deaktivaci Gizkosti zavisi na adaptacni
schopnosti jednotlivce. Za kontrolu zodpovida amygdala, ktera aktivuje hypotalamicka jadra,
které aktivuji sympaticky autonomni nervovy systém a osu hypotalamus — hypofyza -
nadledviny. Soucasné¢ mohou byt aktivovany vys$§i mozkové oblasti, jako je hipokampus a
mozkova kuara (Ohl et al. 2008).

Mezi behavioralni projevy anxiety patii napiiklad vyhybaci chovani, které piedstavuje
uréitou tendenci hlodavci vyhybat se nechranéné oblasti nového prosttedi, kdyz do n¢j
poprvé vstupuji. V experimentalnich podminkach hlodavci zaénou zkoumat prostiedi podél
stén a zaroven se vyhybaji otevienym, tj. nechranénym a potencialné nebezpecnym oblastem.
Kromé tohoto chovani specifického pro hlodavce vétSina zvifat velmi opatrné vstupuje do
novych a neznamych oblasti, ¢i se pfiblizuje k novym objektim a jednotliveim (Ohl et al.
2008). S anxietou je také spojena explorace a inhibice. Pokud je zvife dano do konfrontace
Snéfim novym a neznamym, je vysledné chovani dano konfliktem mezi snahou o
prozkoumani neznamého prostiedi, objektu nebo zvifete na jedné strané a motivace vyhnout
se potencialnimu nebezpeci na strané druhé. Priizkumné chovani mtize zahrnovat chovani pro
posouzeni rizik a sbér informaci. Napfiklad napifimeny postoj téla, lokomoce, ¢ichani a
manipulace s objekty. Biologicka funkce téchto chovani spociva v shromazd’ovani informaci
o moznych hrozbach opatrnym pfiblizenim potencialné ohrozujicich podnétii a skenovanim
okoli (napf. nalezeni ukrytu nebo tnikovych tras) a svéd¢i o uzkosti. Explorace muze byt
¢astecné nebo Uplné€ potlacena uzkosti (viz vyse), proto snizeny prizkum muze pfedstavovat
nepiimou miru Uzkosti. Tato inhibice prizkumného chovani muze byt obracena 1écbou
anxiolytickymi slou¢eninami (Ohl et al. 2008). Ke zkoumani explorace a anxiety se pouzivaji
nejruznéjsi testy a nejriznéj$i modifikace téchto testli. NejCastéj$im z nich je test otevieného
pole (OF). Explorace je nejcastéji méfena jako zména v motorické aktivité zvifete, kdy se
posuzuje napiiklad vzdalenost, kterou zvife ubchne, Cetnost protinani drah, urcité typy
chovani, pana¢kovani apod. Uzkost Ize také posuzovat podle &asu, ktery potkan stravi p¥imo
v centru OF, nebo podle frekvence vstupu do centra OF. S trovni explorace souvisi také
habituace (Leussis & Bolivar 2006) a tiroven anxiety, kdy naptiklad snizeny pocet vstupti do
centralni zony a zvySeny Cas straveny v rohovych oblastech arény vypovidd o uzkostném
chovani. Jsou k dispozici také jiné testy na méfeni habituace, anxiety a explorace, jako
napiikladv EPM a EZM (Hammels et al. 2015).
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3.4 Habituace

3.4.1 Charakteristika

Dlouhodobé pamét’, do které fadime také habituaci, mize byt rozdélena na asociativni a
neasociativni v zéavislosti na mechanismech, které jsou pozadovany pro jeji utvareni.
Asociativni pamét’ je zalozena na ziskdvani prediktivni vazby mezi konkrétni udélosti a
podnétem (napt. klasické podminovani, nebo pamét pro strach). Neasociativni pamét’ je
ziskdna po opakované nebo kontinudlni expozici novému stimulu, diky ¢emuz se zméni
behavioralni odpovéd’ na n¢j (habituace). Pro pamét je velice dilezity hipokampus.
Molekularni udalosti v hipokampu pozadované pro formaci dlouhodobé paméti byly
studovany ptfedevSim v oblasti asociativniho uceni. Mnohem méné¢ je toho zndmo o formaci
neasociativni paméti. NejzakladnéjSich forma neasociativniho uceni je behavioralni habituace
ve vztahu k novému prostiedi (Vianna et al. 2000). Harris (1943) definoval habituaci jako
vymezeni odpovédi na opakované vystaveni stejnému stimulu. Habituace pomaha organismu
selektivné reagovat na biologicky vyznamné podnéty a ignorovat ty méné relevantni. Je
jednou z nejjednodussich forem uceni, ktera je pozorovana u vSech zivocCichl, vcetné
bezobratlych a prvokt (Harris 1943). Habituaci fadime k tzv. zakladnim formam uceni a je
nezbytna pro pieziti druhu. Ke studiu habituace bylo pouzito riznych organismu, chovani a
experimentalnich postupii, ale piesto je prekvapivé malo zndmo o zdkladnich mechanismech
(Schmid et al. 2015). | kdyz se jedna o jednoduchou formu uceni, z pohledu
neurobiologickych, biochemickych a genetickych studii se jednda o proces velmi
komplikovany (Bolivar 2009).

Jednou z nejobvyklejSich forem habituace, kterd se projevuje u hlodavct, je sniZeni
explorativniho chovani jako reakce na pokracujici, nebo opakované vystaveni novému
prostfedi. KdyZ umistime jedince do nového prostiedi, zacne vytvaiet vnitini mapu tohoto
prostiedi v hipokampu. Jakmile je tato hipokampalni mapa dokoncena, snizi se explorace a
mizZeme usuzovat, ze zvife se habituovalo na nové prostiedi (Leussis & Bolivar 2006). Je
dilezité si uvédomit, zZe habituace mizZe byt ovlivnéna mnoha faktory. Napiiklad pocatecni
urovenn explora¢ni aktivity béhem setkani s novym prostifedim miize mit vliv na uroven
habituace, obzvlasté na habituaci ,,across sessions®. Zvitre, které neprozkouma velmi rychle
nové prostiedi, nemusi byt schopno vytvofit tiplnou kognitivni mapu oblasti v ureném case.
Bé&hem pozdéjsiho vystaveni stejnému prostfedi muze vykon souviset pravé s nedostateCnym
prvotnim prizkumem celé oblasti a nemusi byt vysledkem deficitu paméti. K nedostate¢nému
prizkumu nového prostfedi mize dojit vlivem vysoké urovné uzkosti, nizké urovné
lokomo¢ni aktivity, nebo diky senzorickym deficitim. Pii hodnoceni habitua¢niho chovéni
tedy musi byt zohlednény urcité urovn¢ aktivity (Bolivar 2009). Mezi dalsi faktory, které
ovliviiuji prizkumné chovani a tim i habituaci patii mira excitability, uroven pozornosti,
schopnost uceni, pamét’ a strach z nového prostiedi. Kdykoli je hlodavec umistén do nového
prostiedi, vyvola to u ného explora¢ni chovani, protoze musi zacit shromazd’ovat informace o
neznamém misté. Tyto informace se tykaji fady faktora, které souviseji s prezitim v ptirodé.
Jedna se naptiklad o dostupnost partnera, zdroji potravy, piitomnosti predatori a
potencialnich tnikovych cest (Leussis & Bolivar 2006). Také Platel & Porsolt (1982)
uvadéji, ze v dasledku schopnosti zvifete zapamatovat si neznamé prostiedi, kterému bylo jiz
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jednou vystaveno dochazi pfi druhém vystaveni stejnému prostiedi k poklesu aktivity, coz
indikuje, ze si zvife prostfedi zapamatovalo (Platel & Porsolt 1982). Behavioralni habituace
ve vztahu k novému prostedi je bézné pouzivana u potkant a mysi jako paradigmatu pro
zkoumani neasociativniho uceni a pamétovych procest. Studium habituace se také pouziva k
posouzeni vlivu ucinka 1é¢iv, ktera jsou urcena pro uceni a pamét’ (Leussis & Bolivar 2006).
Je znama fada neuroaktivnich latek, které habituaci ovliviiuji. Z neurotransmiterti se na
habituaci podileji pfedevsim serotonin, acetylcholin, dopamin a glutamat. Studie za posledni
dvé desetileti ukazaly, Ze existuje také geneticka komponenta habituace (Bolivar 2009).

3.4.2 Vyvoj habituace

V dospé€losti maji hlodavci velmi dobrou schopnost habituace na nové prostiedi.
Existuji ¢etné studie zaméfujici se na schopnost habituace po celou délku Zivota hlodavce,
které dokumentuji vyvoj habituace. Velmi mladi potkani, ktefi byli velmi brzy odstaveni,
nevykazuji intrasession habituaci. Naproti tomu star$i potkani, ktefi jeste nejsou zcela dospéli,
intrasession habituaci vykazuji (Leussis & Bolivar 2006). Toto bylo prokazano ve studii
porovnavajici exploracni aktivitu u potkani ve véku P15 a P36. Prestoze mladsi potkani
nevykazovali snizenou aktivitu typicky spojenou s habituaci, explora¢ni aktivita u téchto
mlad’at byla nizkd uz v zacatku. Ve skutecnosti byla aktivita mlad’at zhruba ekvivalentni
s aktivitou starSich potkant poté, co byli habituovani (Feigley et al. 1972). Také Bronstein et
al. (1974) uvadgéji, Ze potkani ve véku P15 nebyli schopni intrasession habituace. Schopnost
projevit habituaci k novému prostfedi je paralelni s vyvojem cholinergnich mechanismi
pfedniho mozku a odehrava se béhem 3. — 4. postnatalniho tydne, kdy cholinergni systém
mozku potkanii rychle dozrava (Bronstein et al. 1974). Jiné experimenty prokazaly, ze
napiiklad mysi ve véku P21 a mladsi nejsou schopny explorovat stejné jako mysi dospélé a
vykazuji kvantitativni i kvalitativni rozdily ve zkoumani nového prostiedi (Chapillon &
Roullet 1997). Explora¢ni chovani, které se podoba chovani dospélych zvifat za¢ina ve tietim
tydnu Zivota potkana. Explora¢ni aktivita byla velmi nizka ve véku P10. Nejvyssich hodnot
dosahovala od P20 — P30. Také Ba & Seri (1995) uvad¢ji, ze u potkani ve véku P10 — P15
nebyla pozorovana habituace. Habituovat zacala zvifata az ve véku P20 (Ba & Seri 1995).
Tyto poznatky naznacuji ontogenetickou tlohu ve vyvoji explorace a habituace (Leussis and
Bolivar 2006). Deficit habituace, ktery vykazuji velmi mladi hlodavci byl pfiipisovan
neschopnosti ulit se a zpracovavat prostorové informace. To se ovSem ukazalo jako
nepravdépodobné, protoze mladé mySi nevykazovali zadné deficity ve vodnim bludisti
(,,Morris water maze*). Namisto neschopnosti uc¢it se mozna mladé mysi potiebuji vétsi
vnitini motivaci, jakou muize byt odména v ramci potravy, nebo moznost tniku z vody.
Kontakt s novym prostiedim tak nemusi predstavovat dostate¢nou motivaci (Chapillon &
Roullet 1997). Dle Leussis & Bolivar (2006) je také mozné, ze mladi potkani potiebuji jenom
delsi dobu expozice v OF, aby se naucili a zapamatovali nové prostiedi.

V nezralém mozku maji neurotransmitery, které se podileji na exploraci a habituaci
zcela jinou ulohu, nez jakou maji v plné zralém mozku dospé€lcti. Pokud do vyvoje mozku
zasdhneme napfiklad farmakologickymi manipulacemi, mize to vést k dlouhodobym
neurologickym deficitim, zejména, pokud toto provedeme b&hem kritického vyvojového
obdobi uréitého systému (Leussis & Bolivar 2006). Napiiklad vysoké snizeni hladin 5 — HT u
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potkant ve véku P10 — P20 miize vést k trvalému poklesu poctu synaptickych spojii a tim ke
snizeni funkce dané neurondlni sit€, coz vede ke snizené schopnosti uceni, véetné snizené
schopnosti prostorového uceni, ktera pietrvava az do dospélosti (Mazer et al. 1997). Podle
studie Chen et al. (1997) se hladina 5 — HT v hipokampu zvySuje od narozeni do véku P45,
poté klesa az do véku P90. Naproti tomu DA v hipokampu se postupné snizuje na nejnizsi
uroven ve véku P30, poté opét roste. (Chen et al. 1997). Vyvoj habituace ovliviiuji také
faktory prosttedi, ke kterym fadime naptiklad stres, socidlni izolaci zvifat a podavani léCiv.
V neposledni tad¢ existuje mnoho gent, které se podileji na regulaci postnatalniho vyvoje
hipokampu, napiiklad Emx2, Lhx2 apod. (Leussis & Bolivar, 2006).

Neurotransmise prochdzi cetnymi zménami rovnéz v prubéhu starnuti. Zvitata
Vv pokrocilém véku mohou vykazovat urcity pokles v intra a intersession habituaci, nicméné za
urc¢itych okolnosti mohou i starsi zvitata vykazovat oba typy habituace, podobn¢ jako zvitata
dospéla. Potkani, ktefi se povazuji za starnouci (13 az 24 mésict), habituaci vykazuji
zpravidla daleko 1épe, nez mlad’ata pied odstavem (Leussis & Bolivar 2006). Zménami
prochézi naptiklad serotonergni hipokampalni systém. Dochazi ke zménam 5 — HT v urcitych
oblastech mozku, sniZzené koncentrace mizeme pozorovat napiiklad ve frontdlnim kortexu.
Potkani s deficitem uceni vykazuji snizené hladiny 5 — HT. Snizena aktivita je také
pozorovana u acetylcholinesterazy v fadé oblasti mozku (Stemmelin et al. 2000). Byla
vyslovena myslenka, Ze dopaminergni systém je citlivéj$i na zmény souvisejici se starnutim,
nez systém serotonergni (Moretti et al. 1987). Hladina glutamatu, ktery usnadniuje habituaci je
také zménéna u starych zvifat. Dal$i studie naznacuji, ze koncentrace glutamatu v mozku se
s v€kem snizuje (Wheeler 1980; Price et al. 1981). Palmer et al. (1994) uvadi, Ze koncentrace
glutamatu zlstavaji od dospélosti do stafi nezménény. Ve stafi existuji také zmény v genové
expresi (Leussis & Bolivar 2006).

3.4.3 Habituace intra- a intersession

Obecné se rozlisuji dvé formy habituace: kratkodoba habituace (STH = short - term
habituation), ktera se obvykle oznacuje jednoduse jako ,habituace* a ktera popisuje snizujici
se odpovéd’ v rdmci jedné expozice novému prostiedi. V anglicting se ji také tika tzv. within
session habituace, nebo intrasession habituace. Intervaly mezi stimuly jsou vétSinou v
rozmezi nékolika sekund, nebo jen malo minut. Druhym typem habituace je habituace
dlouhodoba (LTH = long - term habituation), ktera se také oznacuje terminem habituace
between session, nebo intersession habituace, protoze popisuje odpoveéd na vystaveni novému
prostfedi opakovang, nejCastéji s nékolikadennimi intervaly mezi jednotlivymi expozicemi
(Pilz et al. 2014). Také Bolivar (2009) uvadi, Ze habituace mtze nastat behem jedné relace
(jedné session), nebo napfi¢ relacemi (across session). Naznacuje také, ze vliv na habituaci
ma genetika a ze jsou zde zapojeny urcité geny, které jsou zodpovédné za oba typy habituace
(Bolivar 2009). U tzv. intersession habituace se testuje pamét’ neboli schopnost zapamatovat
si ptedchozi vystaveni novému prostiedi. Zjist'uje se, zda hlodavec reaguje tak, jako by dosud
nebyl obeznamen s testovacim prostfedim, coz ukazuje Groven explorace zhruba ekvivalentni
k exploraci, ktera byla pozorovana pfi prvnim seznameni neznam S novym prostiedim (napf.
OF), nebo zda se zvife chova tak, jako by prostiedi jiz znalo, coZ se projevi sniZenou
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exploraci. Habituace intrasession nastava, kdyz se hlodavec sezndmi s prostfedim, do kterého
byl umistén a termin odkazuje na pokles explorace, ktery nastava specificky v ¢asovém
obdobi jedné expozice v prostiedi OF (Leussis & Bolivar 2006). Lze tvrdit, ze intrasession
habituace meéfi adaptivitu, zatimco intersession habituace odrazi schopnost vyvolat
vzpominku (pamét) na predchozi expozici novému prostiedi (Bolivar 2009). Vétsina
hlodavct tedy béhem nékolika relaci oddélenych stanovenou délkou ¢asu vykazuje oba typy
habituace. Intersession habituace, pfi které musi hlodavec uchovévat informace o daném
prostiedi, je Casto povazovana za lepsi indikator uceni a pamcéti. Stupenl obtiznosti této
habituace mutize byt zprostfedkovan fadou faktort, napiiklad znacnou roli hraje délka
vystaveni novému prostfedi a interval mezi jednotlivymi expozicemi. Nicméné neschopnost
habituace v ramci jedné expozice (intrasession habituace) mize byt také povazovana za silny
ukazatel deficitu uCeni a paméti. V tomto piipad¢ je nedostatek navyku v rdmci pobytu veétsi,
protoze nastava bez reten¢niho intervalu (Leussis & Bolivar 2006).

Inter- and Intra-session Habituation Intersession Habituation Only
120 120
100 100 -
80 A 80 -
60 | B Min 1 60 1 B Min 1
OMin 5 OMin 5
40 A 40
20 T 20 4
0- 0-
(A) Day 1 Day 2 Day 3 (B) Day 1 Day 2 Day 3
Intrasession Habituation Only No Habituation
90 90 4
80 - 804
704 70
60 60
50 B Min 1 50
40 OMin 5 40 -
30 301
20 | 204
10 10 -
0 4 T T 1 0
(&3] Day 1 Day 2 Day 3 (D) Day 1 Day 2 Day 3

Obrazek 4: Piiklad grafti jako demonstrace rozdilu intra a intersession habituace. Grafy
predstavuji lokomocni aktivitu béhem tfi po sobé nasledujicich dni (5 minut kazdy den).
Aktivita pro kazdy den je prezentovana jako celkova aktivita za 1 minutu (0 - 60 s) a 5 minut
(240 - 300 s). (A) Grafické znazornéni intersession a intrasession habituace, coz se projevuje
poklesem aktivity napfi¢ dny a v ramci dne. (B) Intersession habituace bez habituace
intrasession. Toto se projevuje jako snizeni aktivity napfi¢ dny, bez soucasného snizeni aktivity
mezi minutami 1 a 5 v daném testovacim dni. (C) Intrasession habituace bez Intersession
habituace, coZz se projevuje jako snizeni aktivity mezi minutami 1 a 5 kazdy den, ale zadné
snizeni celkové aktivity od 1.dne do 3. dne. (D) Zadny diikaz habituace, protoze aktivita se
nesnizuje napfi¢ dny, nebo mezi minutami 1 a 5 v kterémkoli daném zku$ebnim dni (Pfevzato z
Leussis & Bolivar 2006).
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3.5 Open field test (test otevireného pole)

Tvtrce OF byl Calvin Hall, ktery popsal v roce 1934 OF pro studium emocionality u
potkanti. Testovani spo¢iva v umisténi zvifete (nejcastéji hlodavce) do neznamého prostiedi,
pfiCemz uték z tohoto prostiedi je zvifeti znemoznén piiléhajicimi zdmi (Prut & Belzung
2003). Hall pouzival defekaci zvifat v OF jako index plachosti. Chovani zvifete je ovlivnéno
fadou faktord, jakymi jsou stimulace v dusledku odebrani zvifete ze znamého domaciho
prostiedi, stimulace pfi pfenosu zvifete do OF, vystaveni zkuSebnimu prostiedi, které se
sklada z OF samotného a jeho okoli, veskeré piedchozi zkuSenosti s prostiedim OF - navyk a
uceni (Walsh & Cummins 1976). Od roku 1934 ziskal OF status jedné z nejrozsitenéjsi a
nejvice pouzivané aparatury, ktera slouzi k méfeni chovani zvifat (Seibenhener & Wooten
2015). Jedna se o pomé&mé jednoduchy, snadno proveditelny, rychly a pomérné levny test a
jasnou interpretaci vysledku. Nékteré métené parametry jsou navic citlivé na Sirokou $kalu
genetickych, experimentalnich, psychologickych a farmakologickych manipulaci a jsou za
standardizovanych podminek dostatecné spolehliva. Jednoduchost, snadnost kvantifikace a
Siroka pouzitelnost jsou tedy pravdépodobné hlavnimi determinanty jeho popularity (Walsh &
Cummins 1976). V OF jsou Casto testovany efekty riznych latek. Nékteré 1éky byly testovany
pro jejich anxiolyticky efekt (benzodiazepiny, serotoninové ligandy, neuropeptidy), jiné pro
jejich stimulacni efekt (amphetaminy, kokain), sedativa (neuroleptika), nebo antiepileptika
(Prut & Belzung 2003).

OF je nyni jednim z nejvice popularnich testd uzivanych ve zviteci psychologii (Prut
& Belzung 2003). Ackoli je OF nékdy povazovan za tzv. standardizovany test, proceduralni
detaily se v ramci jednotlivych studii zna¢né lisi. Rizna je Casto velikost OF (od 20 cm po
znaéné velké rozméry), tvar OF (kruh, ctverec, obdélnik), uroven osvétleni, opakovana x
jednordzova expozice, doba trvani testovani (1 £ 30 min), rozdilny ¢as testovani béhem dne,
motivace (zvifata zbavend jidla a / nebo vody), podminky zvifete pred testovanim (sociélni,
individualni), pohlavi zvifat, pfitomnost potravy, novych predmétl, piistfeskd, dravcti a /
nebo zapachu dravce, liSit se mize také zplisob shromazdovani dat a zpisob provadéné
analyzy chovani (Choleris et al. 2001) Nejcasté&ji se chovani hlodavci analyzuje v prazdném
bludisti. Pfidanim objektli je mozné hodnotit chovani zvifete k novému objektu, naptiklad
pocet piistupt k objektu, preference, nebo averze vici urcitému objektu (Seibenhener &
Wooten 2015). Zvife je umisténo do centra, nebo v blizkosti stén OF a nasledné je hodnoceno
chovani zvifete po dobu od 2 do 20 minut (obvykle to je 5 minut). Pokud se zvifata pohybuji
pobliz zdi, chovéni se nazyva tigmotaxi. Chovani zvifete v OF zavisi zejména na hmatovych
senzorickych faktorech. MySi bez hmatovych fouskli nevykazuji tigmotaktické chovéni,
protoze ztraceji hmatovy kontakt se sténami. Diky tomu vykazuji zvySené vstupy do centra
OF. ZvysSeni ¢asu strdveného v centralni ¢asti, jakoZ i poméru centralni / celkovd lokomoce
nebo sniZeni latence pro vstup do centralni ¢asti poukazuje na sniZenou uzkost po podani
anxiolytik, jako naptiklad BZD (Prut & Belzung 2003). Velka, prosta a osvétlena aréna je
vnimana jako averzivni, désivé prostfedi a chovani subjektu, ktery je do ni umistén, odrazi
jeho reakci na tuto stresujici udalost. VSeobecné se uznava, Ze stres vyvolava tzkostné
chovani, které je vyjadiené v OF prostfednictvim snizené lokomoce. Naopak vzrist lokomoce
vyplyvajici z ucinkii anxiolytickych 1ékti pak znamend, Zze odrdzi snizeni urovné uzkosti
(Hlinak et al. 2009). Chovani spojené s tizkosti v OF je spusténo dvéma faktory: Jedinec je pfi
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testovani umistén mimo svoji skupinu (mimo sourozence apod.) a mize byt také pfitomna
agorafobie (pokud je aréna pftili§ velkd vzhledem k pfirozenému prosttedi zvitete). Toto je
typické pro hlodavce — ziji v socialnich skupinach a v malych prostorech. Toto neni piipad

OF se stal natolik popularni, zZe jeho vyuziti bylo rozsifeno 1 mezi dal$i druhy zvifat,
jako naptiklad telata, prasata, jehnata, kraliky, kufata, kiepelky, primaty, vcely, §vaby,
pavouky a humry (Choleris et al. 2001; Prut & Belzung 2003). Ackoli OF byl puvodné
vyvinut behaviordlnimi psychology, jeho pouziti se rozsifilo do n¢kolika dalSich disciplin
vcetné neurovédy a psychofarmakologie. V psychofarmakologickych studiich se zvirata
obvykle nachazeji v nové oblasti a vyhodnocuji se t€inky riznych farmakologickych ¢inidel
na trvani a frekvenci uréitého chovani (lokomoce, panackovani, grooming, spanek atd.). Pti
testovani behavioralnich ucinki anxiolytickych 1ékt se OF nejcastéji pouziva k vyhodnoceni
nespecifickych, nebo vedlejSich G¢inkli dané¢ho predpokladaného anxiolytického 1é¢iva. OF
vSak muze byt také interpretovan v tzv. evolucni perspektivé. Zvifata byla ,,fylogeneticky
pfipravena“ pfirozenou selekci pro zobrazeni strachu a / nebo uzkosti. Pro malé hlodavce
mize byt stresujici pobyt v neznamém otevieném prostoru, vystaveni jasnému svétlu apod.
OF umoziiuje vyhodnoceni ucinkl 1€kii na rizné aspekty chovani zvifat a jeho zékladni
motivaci. V tomto ohledu opakované testovani, kterymi jednotlivé zvite prochazi, vyrazné
ovlivituje jeho chovéni a pravdépodobné jeho zékladni motivaci. Po opakovaném testovani se
zvifata rychle habituuji a jejich lokomoce ma tendenci k poklesu v priubéhu testovacich
sezeni, dokud aktivita nedosdhne stabilni trovné. Tato stabilizovand troven aktivity se ¢asto
pouziva k posouzeni G¢inka 1ékt na lokomoci jako takovou (Choleris et al. 2001).

Obrazek 5: Open field ¢tvercova aréna (pievzato z:
https://www.noldus.com/animal-behavior-research/open-field-test)
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3.6 Benzodiazepiny

3.6.1 Obecné informace (vyuziti, nezadouci reakce)

Od zavedeni do klinické praxe patii benzodiazepiny (BZD) mezi nejcastéji pouzivané
léky. Jejich stabilni ucinnost v prubéhu vyvoje byla dokumentovdna v klinickych i
preklinickych studiich (Kubova et al. 2018). BZD jsou léky hojné vyuzivané k 1é¢bé
epilepsie. Patii do skupiny tzv. antiepileptic drugs (AED), do které patfi naptiklad i
barbituraty. (Kaindl et al. 2006). BZD jsou Iéky prvni volby pro status epilepticus, pro 1é¢bu
ruznych zachvatovych poruch (Riss et al. 2008), 1é¢bu tizkosti, nespavosti, a pouzivaji se také
jako piidruzujici 1é¢ba u depresi a schizofrenie (Jacob et al. 2012). Vyuzivané jsou rovnéz k
navozeni sedace (Igbal et al. 2002). BZD se zkratka pouZivaji pro Sirokou skalu 1ékatskych
indikaci a napti¢ vSemi vékovymi skupinami, v¢etné¢ novorozeneckého obdobi, diky jejich
odlisnym antikonvulzivnim, sedativnim, anxiolytickym, hypnotickym a myorelaxa¢nim
ucinkim (Kubova et al. 2018). Jejich pouzivani je znamé jiz od Sedesatych let 20. stoleti.
V soucasnosti je dostupnych zhruba 35 BZD. Pouze nékolik z nich je pouzivano k 1é¢bé
zachvatd a epilepsie, naptiklad klonazepam (Riss et al. 2008). BZD se vzajemné lisi také
svym terapeutickym spektrem a aktivitou. Napftiklad klonazepam ma vice antikonvulzivnich
vlastnosti nez vétsina z nich (Lader 2011). Klinické vyhody téchto 1€kt zahrnuji rychly nastup
ucinku, vysokou uc¢innost a minimalni toxicitu. Maji Siroké spektrum klinické aktivity a
mohou byt podavany néckolika zpisoby (Riss et al. 2008). BZD nejsou ovSem vhodnou
volbou u vSech uzkostnych poruch, naptiklad u obsedantné kompulzivni poruchy je lécba
BZD neG¢innd (Norman et al. 1997). Benzodiazepiny jsou jednou z nej€astéji
predepisovanych skupin anxiolytickych 1&Civ. Zaroven patii mezi 1éky nejcastéji
predepisované Zenam v reprodukénim véku a t€hotnym zenam ke snizeni tizkosti a zvladani
preeklampsie nebo eklampsie v pozdé&jsi ¢asti t€hotenstvi. Potencialni pfinosy benzodiazepint
pro matku mohou byt ovsem kompenzovany vysokym rizikem nezadouciho pisobeni téchto
latek na plod (Igbal et al. 2002). | Norman et al. (1997) doporucuji, ze uzivani téchto latek
v tehotenstvi musi byt peclivé zvazeno (Norman et al. 1997).

Bézné nezadouci uinky u vSech BZD zahrnuji ospalost, letargii a tnavu. Pii vySSich
davkach muaze dojit k naruSeni motorické koordinace, zavratim, dysartrii, rozmazanému
vidéni a zménam nalad. V nékterych ptipadech mohou zpusobit agresivni a jinak zménéné
chovani (Griffin et al. 2013). Mezi hlavni nezadouci ucinky patii nadmérna sedace, ktera je
nebezpeénd zejména pro lidi starStho véku, kdy mlze na tomto zdkladé¢ a diky ztrate
koordinace dochazet k Castym padim. Mize se také objevit Spatna koncentrace, ataxie,
zmatenost (Norman et al. 1997) a amnézie. BZD jsou rovnéz latky, které ovliviiuji pamét.
Utinky jsou asto odlidné v zavislosti na pouzitém BZD. Napfiklad Lorazepam zhoriuje jak
explicitni pamét’, tak implicitni pamét’. Diazepam narusuje explicitni pamét, ale vysledky
tykajici se poSkozeni implicitni paméti diazepamem jsou smiSené (Riss et al. 2008).
Vyznamnym nezadoucim ucinkem je také vznik zavislosti. BZD se pomalu vylucuji z téla,
takze opakované davky po delsi dobu mohou mit za nasledek vyznamnou akumulaci v
tukovych tkanich (Griffin et al. 2013). Lécba benzodiazepinem by tedy neméla probihat
dlouhodobé (Norman et al. 1997). Nejprve se predpokladalo, ze BZD nezpisobuji vznik
zavislosti. Pozdéjsi studie ovSem ukézaly opak. I ptesto se odhaduje, Ze v zapadnich zemich
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uziva 10 az 20 % dospélych pravidelné tyto léky (Norman et al. 1997). Nezadouci je také
mozna kontraindikace s jinymi 1éky (pf. peroralni antikoncepéni pilulky, néktera antibiotika),
které maji vliv na cytochromové enzymy p450. Tyto enzymy se ucastni metabolismu BZD
V jatrech a pasobenim jinych lé¢iv miize dochéazet ke snizeni, nebo zvySeni biologického
poloc¢asu eliminace BZD (Griffin et al. 2013).

Obrazek 6: Obecna chemicka struktura 1,4 —
benzodiazepinu (Riss et al. 2008).

3.6.2 Farmakologicka charakteristika (farmakodynamika, farmakokinetika)

Zékladni chemicka struktura BZD je tvotena fiizi benzenového kruhu a sedmic¢lenného
diazepinového kruhu (obr. 6). Klobazam je vyjimkou se strukturou 1,5 — benzodiazepin.
Vsechny BZD sdileji podobné neurofarmakologické vlastnosti, v€etné snizeni tizkosti, sedace,
navozeni spanku, antikonvulsivni U€inky a svalové relaxace. Existuji vSak rozdily mezi BZD
v afinité k receptorovym podtyptim, které mohou vyvolat rizné farmakologické t¢inky. BZD
maji také velmi rozdilné farmakokinetické profily. Pozorovany byly rozdily v absorpci,
nastupu a trvani U¢inku a tvorbé aktivnich metaboliti. Farmakokinetické rozdily tak casto
uréuji pouziti specifickych BZD a zplsob podani. Rozdily ve farmakokinetice a
farmakodynamice BZD je tfeba vzit v uvahu, aby tyto léky byly pouzivany bezpecné a
ucinng. (Riss et al. 2008).

Farmakodynamika BZD

Benzodiazepiny putsobi jako pozitivni alosterické modulatory na receptoru gama
aminomaselné kyseliny (GABAAa receptor) (Griffin et al. 2013). Vazi se na specificka
benzodiazepinova vazebna mista (Lader 2011) na rozhrani mezi o a y podjednotkou GABAA
receptoru (Jacob et al. 2012). GABAA receptor je chlorid selektivni iontovy kanal s ligandem,
kterym je GABA. GABA je nejcastéjSi neurotransmiter v centralni nervové soustavé,
nachazejici se ve vysokych koncentracich v kiife a limbickém systému. GABA ma inhibicni
povahu a tim sniZuje excitabilitu neuronti. GABA ma tfi receptory, které jsou oznaceny jako
A, B a C. Benzodiazepiny interaguji s receptorem GAGAa. GABAA receptorovy komplex se
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sklada z 5 glykoproteinovych podjednotek, z nichz kazda ma nékolik izoforem. GABAAa
receptory obsahuji 2 o podjednotky, 2 B podjednotky a 1 y podjednotku. Kazdy receptorovy
komplex ma 2 mista vazajici GABA, ale pouze 1 vazebné misto pro BZD. Vazebné misto
benzodiazepinu je ve specifickém misté mezi podjednotkami o a y. Uvnitf podjednotky o
izoforem 1, 2, 3 a 5 je umistén histidinovy zbytek (H101, H101, H126 a H105), ktery ma
vysokou afinitu k BZD. Izoformy 4 a 6 o podjednotky obsahuji arginin zbytek a nemaji
afinitu k BZD. Jakmile se BZD navazi na GAGAAa receptor, indukuji jeho konformacni
zménu (Griffin et al. 2013), zvysi se afinita vazebného mista tohoto receptoru pro GABA,
ktera se aktivnéji vaze. Dojde ke zvyseni frekvence otevirani chloridovych kanalti (zvysi se
prutok chloridovych iontl) a zpomaly se ubytek miniaturnich inhibi¢nich postsynaptickych
proudd (mIPSCs) (Jacob et al. 2012). Zména v chloridovém kanalu receptoru GABAA vyvola
hyperpolarizaci bunky a ovlivni inhibi¢ni u¢inek GABA v celém centralnim nervovém
systému (Griffin et al. 2013). Inhibi¢ni synapse jsou dllezité pro kontrolu aktivity excita¢nich
neuront a pro inhibici synchronizovanych epileptiformnich vyboju (Kaindl et al. 2006).

Obrazek 7: GABAA receptor a vazebné misto pro benzodiazepiny,
znaceno jako BZs (Jacob et al. 2008).

3.6.3 Specifické benzodiazepinové receptory

Benzodiazepinovy receptor byl rozdélen do ne€kolika typl zaloZenych na izoformach a
podjednotek a klinickych ucincich vztahujicich se ke kazdému typu. Receptor BZ1 obsahuje
izoformu ol. Receptor BZ1 je vysoce koncentrovany v kife, thalamu a mozecku; je
zodpovédny za sedativni G¢inky BZD a anterogradni amnézii a za nckteré antikonvulzivni
Gginky diazepamu. Sedesat procent receptori GABAa obsahuje podjednotku al. Proto je
amnézie béznym vedlejSim G€inkem pfi uzivani BZD, protoZe vétSina receptori GABAA
obsahuje receptor BZ1. BZ2 receptory obsahuji izoformu 02 a zprostiedkovavaji anxiolytické
a do zna¢né miry 1 myorelaxacni u€inky BZD. Receptory BZ2 jsou vysoce koncentrované v
oblastech, jako je limbicky systém, motorické neurony a dorzalni roh michy. Pfedpoklada se,
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ze anxiolytické ucinky BZD jsou zprostfedkovany prostfednictvim receptorc BZ2
lokalizovanych v limbickém systému a vlastnosti myorelaxantli jsou zprostiedkovany
prostfednictvim receptori obsahujicich 02 v miSe a motorickych neuronech. Ne vSechny
benzodiazepiny interaguji se stejnym typem receptoru BZ nebo maji stejnou afinitu k
urcitému receptoru. Tyto rozdily v a podjednotkovych izoformach, afinité typu receptoru BZ
a umisténi v centralnim nervovém systému predstavuji riizné ucinky rtiznych benzodiazepint
(Griffin et al. 2013).

Farmakokinetika

Farmakokinetické vlastnosti jednotlivych BZD se znac¢né 1isi (Norman et al. 1997).
Farmakokinetické vlastnosti 1éku urcuji néastup a trvani jeho ucinku. Farmakokinetika
konkrétné popisuje absorpci, distribuci, metabolismus a zpisob vylu¢ovani léku. Je ovlivnéna
cestou podani, absorpci a distribu¢nim objemem (Griffin et al. 2013). Rychlost nastupu
ucinku je urcena rychlosti absorpce a distribuce, ktera pro vétSinu benzodiazepini je po
peroralnim podani rychld a kompletni. Trvani ucinku zavisi ¢astecné na polocasu rozpadu
léCiva a na pritomnosti nebo nepfitomnosti aktivnich metabolitd. Léciva s dlouhym
polocasem rozpadu (naptiklad diazepam) mohou byt podavany jednou denné, zatimco 1éky se
sttednim az kratkym poloCasem rozpadu (napi. alprazolam) vyzaduji Castéjsi podavani
(Norman et al. 1997).

BZD mohou byt poddvany intramuskuldrné, intravendzné, ordlné, sublingvalné,
intranasalng, nebo rektaln€. Léky jsou charakterizovany na zakladé jejich lipidové
rozpustnosti, vazby na plazmatické proteiny a velikosti molekul. Poloc¢as eliminace, ktery
muze byt ovlivnén patologickymi stavy a stafim je obzvlasté dulezity pii podavani BZD
(Griffin et al. 2013). Z farmakologického hlediska jsou BZD obvykle po peroralnim podani
dobfe absorbovany v gastrointestinalnim traktu (Lader 2011). Pii peroralnim podani se
vétsina BZD rozsahle a rychle vstifebava, biologicka dostupnost se pohybuje od 80 % do
100 % a casy do vrcholové koncentrace v rozmezi od nékolika minut do né€kolika hodin.
Benzodiazepiny rychle prochazeji hematoencefalickou bariérou, ackoli rychlost diftize do
mozku se méni podle 1éku a je z velké &asti uréovana jejich lipofilnosti. Cim rychlejsi je
intravendznim podani se BZD rychle rozdéluji do mozku a centrdlniho nervového systému
(Griffin et al. 2013). Po intramuskularnim podani je absorpce diazepamu (Lader 2011), nebo
chlordiazepoxidu pomald a nepravidelna, zatimco absorpce intramuskularniho podani
lorazepamu nebo midazolamu se jevi jako rychld a uplna. Lorazepam se po sublingvalnim
podani dobfe vstiebava a dosahuje maximalnich hladin za 60 minut. Benzodiazepiny a jejich
metabolity jsou vysoce proteinové vazany. Jsou Siroce distribuovany v téle a pfednostné se
hromadi v oblastech bohatych na lipidy, jako je centralni nervovy systém a tukova tkan. Vice
lipofilnich ¢inidel ma tedy obecné nejvyssi miru absorpce a nejrychlejsi nastup klinickych
ucinki (Griffin et al. 2013).

BZD plisobi prakticky bez pfimych ucinkl na biologické systémy mimo CNS (napf.
kardiovaskularni systém). VétsSina BZD jsou velmi Géinnymi 1éky, nékteré maji terapeutické
ucinky v davkach nizSich nez jeden miligram. Jsou to latky vyjimecné dobie tolerovany,
charakteristickd je nizka toxicita (Haefely 1989). Lze piedpokladat, Ze vSechny hlavni
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skupiny benzodiazepinovych sloucenin jsou vyluCovany do mléka, nebo snadno difunduji
ptes placentu k plodu. Toto zavisi na konkrétni vazbé 1éku na plazmatické proteiny, ionizaci,
stupni lipofilnosti, molekularni hmotnosti, polo¢asu rozpadu, koncentracich v krvi matky a
farmakokinetice. Rozpustnost v lipidech a molekulova hmotnost 1é¢iva jsou nejdulezit&jsimi
determinanty urcujici nebezpec¢i ptechodu na plod, nebo novorozence béhem téhotenstvi a
laktace (Igbal et al. 2002). Benzodiazepiny maji také velké distribu¢ni objemy, vysoce se vazi
na plazmatické bilkoviny a snadno se dostavaji do placenty a matefského mléka (Riss et al.
2008).

BZD jsou klasifikovany z hlediska jejich elimina¢niho poloc¢asu. Kratkodob¢ piisobici
BZD maji stfedni eliminacni polo¢as 1-12 hodin, stiedné plisobici BZD maji pramérny
eliminac¢ni polo€as 12-40 hodin a dlouhodobé plisobici BZD maji primérny eliminacni
polocas 40-250 hodin. Jak bylo uvedeno vyse, 5 polocasi je obecné nutnych k tomu, aby byl
ptipravek vyloucéen z téla (Griffin et al. 2013). Mezi slouc¢eniny s dlouhodobym t¢inkem patii
naptiklad diazepam, chlordiazepoxid a flurazepam. BZD se stfednédobym tucinkem jsou
naptiklad klonazepam, lorazepam a estazolam. Kratkodoby u¢inek maji napiiklad alprazolam,
oxazepam a midazolam (Igbal et al. 2002). Riss et al. (2008) déli BZD podle délky jejich
pusobeni podobné na kratkodobé (ucinek <10 hodin), stfedné dobé (10-24 hodin) a na
dlouhodobé (> 24 hodin) (Riss et al. 2008). Vétsina BZD je oxidativné metabolizovana
enzymy cytochromu P450 (faze I), konjugovana s glukuronidem (faze II) a vylu¢ovana témet
zcela v moci. Nekteré BZD vyvijeji dalsi ptsobeni prostfednictvim produkce aktivnich
metabolitd (Griffin et al. 2013). Nékolik BZD navic vytvaii aktivni metabolity. Napiiklad
diazepam je metabolizovany do dlouhodobé puisobiciho metabolitu DMD. Naproti tomu
Klonazepam nevytvaii zadné aktivni metabolity (Riss et al. 2008).

3.6.4 Piisobeni na nezraly mozek

Novorozenecky mozek je citlivy na teratogenni latky, které maji vliv na migraci
neurontl a synaptickou organizaci. ZhorSené uceni bylo pfipisovano benzodiazepinim (Kaindl
et al. 2006). Studie, které byly provadény na hlodavcich prokazaly, Ze uzivani BZD béhem
vyvoje mozku vedlo k trvalé zméné jeho funkce, ke zménam chovani a ke kognitivnim
deficitim. Pokud je nervovy systém vystaven témto latkam po dokonceni diferenciace
neuront, ale pfed uplnym dokonéeni zrani CNS, tj. béhem prvnich 3 tydnu Zivota u potkan,
dochazi také k behavioralnim, biochemickym a molekularnim zménam (Kubova et al. 2018).
Pokud jsou antiepileptika obecné pouzivana u déti, kojenct a t€hotnych zen, zptusobuji ¢asto
kognitivni poruchy, mikrocefalii, rizné vrozené vady a také dochazi k opozdénému vyvoji.
Mohou mit také nepfiznivé ucinky na lidsky intelekt (Bittigau et al. 2002). Uzivani
benzodiazepind se v prvnim trimestru téhotenstvi obvykle nedoporucuje, protoze plod je v
tomto obdobi aktivni organogeneze nejzranitelnéjsi vii¢i toxickym ucinktim 1ékt. Pokud jsou
léky podavany kolem obdobi porodu, mohou zpusobit zavislost jiz u plodu a eventudlni
abstinen¢ni ptiznaky. Zadné benzodiazepiny nebyly oviem testovany piimo thotnymi a
kojicimi zenami, aby se zjistily u¢inky na plod, novorozence nebo na kojici dité. (Igbal et al.
2002). Benzodiazepiny se také vylucuji do matetského mléka a kojenci jsou zvlasté citlivi na
jejich ucinky (Norman et al. 1997). Aby se zabranilo potencialnimu riziku vrozenych vad,
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méli by lékati uzivat benzodiazepiny, které maji dlouhodobé zaznamy o bezpecnosti a mély
by predepisovat benzodiazepiny jako monoterapii pfi nejnizsi u¢inné davce za co nejkratsi
dobu (Igbal et al. 2002). Kratkodobé a dlouhodobé skodlivé Gcinky vyplyvajici z jakéhokoli
zasahu do normalniho vyvoje mozku a lisi se podle povahy interference a vyvojové obdobi
podani 1é¢iv (Turski & Ikonomidou 2012). V poslednich né€kolika desetiletich poskytly studie
provedené u hlodavcu podstatné informace o vyvoji mozku. I kdyZ existuji rozdily v mife
rustu mozku u savci, je mozné srovnavat vyvoj mozku mezi druhy. Vyvojovy vék embryi a
plodu ¢lovéka a potkana je srovnatelny, kdyZ jsou anatomické rysy a histologické orientacni
body u obou druhii podobné. V CNS jsou struktury budovany proliferaci buné¢k, migraci a
sekvenci krokli nazyvanych diferenciace. Jakykoli farmakologicky zasah do téchto kritickych
vyvojovych obdobi miize mit negativni dopad na vyvoj mozku (Kaindl et al. 2006).

V nedéavnych studiich bylo zjisténo, Ze slouCeniny, které se pouzivaji jako sedativa,
anestetika nebo antikonvulziva v medicingé, vyvolavaji rozsahlou apoptotickou
neurodegeneraci v celém vyvoji mozku, pokud se podavaji hlodavcim béhem obdobi ristu
mozku. Takové slouceniny zahrnuji 1é¢iva, které méni fyziologickou synaptickou aktivitu, tj.
antagonisty NMDA receptori (ketamin), agonisty receptori GABAAa (barbituraty,
benzodiazepiny) a blokatory sodikovych kanalt (fenytoin, kyselina valproova). Obdobi ristu
mozku se vyskytuje v riznych ¢asovych obdobich v zavislosti na druhu. U potkant a mysi se
vyskytuje postnatalng, ale u lidi nastava od Sestého meésice biezosti a probiha jest¢ nékolik let
po narozeni (Kaindl et al. 2006). Ukazalo se, ze diazepam a klonazepam zputsobuji
apoptotickou neurodegeneraci v rozvijejicim se mozku potkant, jak dokladaji ve svém
vyzkumu Bittigau et al. (2002). Ve své studii prokazali, ze aplikace diazepamu v davce 5 — 30
mg/kg potkanim ve v€ku P7 zpusobi rozsahlou apoptotickou neurodegeneraci. Neurotoxické
ucéinky byly rovnéz prokazany po aplikaci klonazepamu v mnozstvi 0,5 — 4 mg/ kg u potkand
ve véku P7. Rovnéz také uvadeji, ze prahové davky pro vyvolani apoptotického poSkozeni
mozku byly 10 mg / kg pro diazepam a 0,5 mg / kg pro klonazepam. Tyto davky zpisobily
sedaci (Bittigau et al. 2002). Testovanim benzodiazepinu diazepamu v prvnich postnatalnich
dnech zivota potkant prokazali rovnéz také Turski & Ikonomidou (2012), ze farmakologicka
aktivace receptoru GABAA narusuje bunéénou proliferaci a inhibuje neurogenezi u nezralého
mozku potkant (Turski & Ikonomidou 2012). Rovnéz vyzkum Stefovske et al. 2008 ukazal,
ze po aplikaci diazepamu a latky ze skupiny barbiturati - fenobarbitalu potkanim mladatim
ve v€ku P6 — P10 bylo ovlivnéno uceni spolu s paméti pii nasledném testovani ve véku 6
meésict. Fenobarbital, ktery pisobi zvysenim vazby GABA na receptory GABAA vyrazné
potlacuje bunéénou proliferaci a inhibuje neurogenezi, kdyz je podavan mlad’atim ve véku
mezi PO a P18. Diazepam vyvolal podobné, ale mén¢ vyrazné potlaceni proliferace. Tyto
ucinky maji dlouhodobé histopatologické a behavioralni dusledky v dospélosti, to znamena,
7e maji za nasledek niz$i neuronovou hustotu v oblastech hipokampu (naptiklad v oblasti
zvané dentate gyrus) a koreluji se snizenou paméti a ucenim. Zjisténi, ze 1éky snizuji pocet
nové narozenych buné€k v prakticky vSech sledovanych oblastech mozku, naznacuje, Ze 1écba
témito slouceninami muize také ovlivnit gliogenezi a angiogenezi (Stefovska et al. 2008).

Kaindl et al. (2006) rovnéz prokazal, ze davky fenobarbitalu (20 - 100 mg/kg),
diazepamu (5 - 30 mg/kg) a klonazepamu (0,5 - 4 mg/kg) zpisobily rozsahlou apoptotickou
neurodegeneraci v mozku potkant ve v€ku P7. Prahové davky pro vyvolani apoptotického
poskozeni mozku byly 40 mg/kg pro fenobarbital, 10 mg/kg pro diazepam a 0,5 mg/kg pro
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klonazepam. Rovnéz aplikace jednorazové davky diazepamu (5 mg/kg) ve véku P11
indukovala vyznamné snizeni mitotické aktivity v kiife mozecku hlodavcii a predni hypofyze
(Kaindl et al. 2006).

Neurotransmitery jsou tedy velmi dualezité pii vyvoji mozku. Sloueniny, které
potlacuji synaptickou aktivitu v mozku a jsou pouzivany jako sedativa, anestetika nebo
antikonvulziva v neonatalnim obdobi spousti rozsahlou apoptotickou neurodegeneraci v
celém vyvijejicim se mozku, pokud jsou podavany hlodaveum béhem obdobi ristu mozku. U
potkanl a mysi se vyskytuje postnataln¢, u lidi nastdvd od Sest¢ho mésice t€hotenstvi a
probiha né&kolik let po narozeni a shoduje se s obdobim neuroapoptézy. Casna postnatalni
1é¢ba agonisty GABA jsou spojeny s poruchou uceni a paméti. Agonist¢ GABA zpilisobuji
podstatnou neuroapoptdézu ve vyvijejicim se mozku potkani, ktera zahrnuje kortikalni a
subkortikalni mozkové oblasti, véetné hipokampu. V této studii Stefovska et al. (2008)
uvadéji, ze tyto slouceniny také narusuji neurogenezi, ale neni mozné oddélit vliv apoptdzy a
neurogeneze na uceni a pamét. Podobné¢ Kubova et al. (2018) uvadi, ze GABA hraje
studie ukazaly zvySené riziko nezadoucich neurologickych nasledkti u zvifat vystavenych
benzodiazepiniim, které zvysuji inhibici GABA prostfednictvim receptorit GABAAa. Zjistili,
ze podavani benzodiazepinového klonazepamu (CZP) béhem postnatalnich dn 7-11 mélo za
nasledek trvalé zmény chovani (Kubova et al. 2018).

3.6.5 Klonazepam

Klonazepam Je benzodiazepin s antikonvulzivnimi a anxiolytickymi ucinky. Pro
klinické pouziti je dostupny od roku 1973 (Igbal et al. 2002). Klonazepam pusobi jako
agonista receptoru GABAA a serotoninu. Ma velmi silné a dlouho trvajici ucinky a patii do
skupiny BZD, které maji nizkou lipidovou rozpustnost. Vedlej§i u€inek v podobé vzniku
anterogradni amnézie by mél byt minimalni, ve srovnani s jinymi BZD, které maji vysokou
lipidovou rozpustnost. Klonazepam ma také relativné slabsi vazebnou afinitu k receptorim
GABAA, nez ostatni BZD (Griffin et al. 2013). Bylo prokazano, ze klonazepam je Gi¢inny pii
lécbeé pacientli s casteCnymi 1 generalizovanymi zéachvaty. Klonazepam muze byt také
uziteny pii 1écb€ pacientli s myoklonickymi zachvaty. Je povaZzovan za léCivou latku
volitelnou u n&kterych vzacnych détskych epilep. syndromi. Uginny je také u status
epilepticus. Né&kolik studii ukazalo, Ze intravendzni uzivani klonazepamu u status epilepticus
ukazalo ucinnost u piiblizné 80 — 90 % pacienti (Riss et al. 2008). U dospélych je
klonazepam metabolizovan primarné hydroxylaci, ale tato metabolicka cesta je zpravidla
narus$ena u novorozencll. Polo¢as rozpadu je u dospélych 20 az 60 hodin. Ptestoze polocas
rozpadu klonazepamu u novorozencli neni znam, poloCasy jinych benzodiazepinovych
derivatl jsou u novorozenct dva az ctyfikrat delSi nez u dospélych. I kdyzZ nejsou studie, které
by jasn¢ ukladaly zakaz pouzivani tohoto 1éku v dobé téhotenstvi, mél by byt klonazepam
uzivan béhem téhotenstvi, pouze pokud klinicky pfinos pro matku odivodiuje mozné riziko
pro plod. Stejné jako u mnoha jinych benzodiazepint se klonazepam vylucuje do matetfského
mléka. Nebyly nalezeny Zadné publikované studie o pouziti klonazepamu béhem kojeni (Igbal
et al. 2002). Aplikace klonazepamu v c¢asnych stadiich postnatilniho vyvoje potkant
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ovliviiuje receptory NMDA a AMPA, a to jak kratce po ukonceni aplikace, tak dlouhodobé
(Kubova et al. 2018).

O§N+ _»-'N
|

o
Cl

Obrazek 8: Chemicka struktura klonazepamu (Griffin et al. 2013)
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3.7 GABAergni neurotransmise

3.7.1 GABAergni systém

Kyselina y — aminomaselnda (GABA) je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem v
centralnim nervovém systému (CNS) obratlovct (Michels & Moss 2007). Odhaduje se, Ze
piiblizné jedna tfetina vSech synapsi v mozku se je GABAergnich. Tyto GABAergni synapse
jsou zivotn¢ dulezité pro funkci CNS. Jakakoli nezadouci zména GABAergni synaptické
funkce muze vést K hyperexcitabilité, ktera je doprovazena kieCemi a muze koncit smrti.
GABA vznika dekarboxylaci kyseliny glutamové v subpopulaci CNS neuronti nazyvanych
GABAergni. GABA je ulozena v synaptickych vezikulach v nervovych zakoncenich
GABAergnich neuroni a je uvoliiovana exocytozou do synaptické §térbiny, kdyz akéni
potencial generovany v téle nervovych bun¢k dosahne terminalti. Inaktivace uvolnéné¢ GABA
nastava prostfednictvim aktivniho bunécného transportu zpét do GABAergnich nervovych
zakonceni a gliovych buné€k, kde mize byt metabolizovana transaminaci. GABA uvolnéné do
synaptické Stérbiny interaguje s receptory GABA, které jsou zakotvené v subsynaptické
membrané (Haefely 1989). Rozeznavame 3 typy receptori: GABAa, GABAs a GABAc.
Inhibi¢ni ucinek GABA je zprosttedkovan bud’ receptory GABAAa, coZ jsou ionotropni
receptory, které tidi prostupnost chloridového kanalu pro CL-, nebo metabotropni receptory
GABAg, které maji spojitost s G proteinem (Michels & Moss 2007).

GABA-receptor

Obrazek 9: Tento schématicky diagram zobrazuje GABAergni synapsi s GABAergnim
nervovym terminalem (nahotfe) obsahujicim mitochondii a synapticky vacek.
Postsynapticky GABA - senzitivni neuron (dole), synaptickou S$térbinu mezi obéma
terminaly a gliovou bunku. Glutamat syntetizovany v Krebsové cyklu je dekarboxylovan
prostiednictvim GAD (dekarboxylace kyseliny glutamové) na GABA. GABA - T =
GABA transaminaza, SSA = semialdehyd kyseliny jantarové, SC = kyselina jantarova
(Haefely 1989).
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3.7.2 GABAergni receptory

Existuji 3 hlavni subtypy GABA receptori. GABAAa receptory jsou ligandem
aktivované iontové kanaly, které jsou selektivné blokovany latkou zvanou bikukulin.
Modulatory tohoto receptoru jsou naopak steroidy, benzodiazepiny a barbituraty (Riss et al.
2008). Klasifikace receptori GABAA / B, zavedena v roce 1981, definuje receptory GABAA
jako citlivé na antagonismus bikukulinu a necitlivé na baklofen, zatimco receptory GABAB
jsou necitlivé na antagonismus bikukulinu a jsou aktivovany baklofenem. Receptory GABAA
a GABAg se lisi nejen v jejich farmakologii, ale i v jejich funkénosti. GABAA receptory jsou
ionotropni receptory a jsou to také ligandem fizené iontové kanaly. Receptory GABAg jsou
spojeny se systémy druhého messengeru (druhého posla) a tak se podobaji muskarinovym
receptorim acetylcholinu, vétSiné receptori 5-HT a metabotropnim glutamatovym
receptorim. Receptory GABAa a GABAg maji jak presynaptické, tak postsynaptické
umisténi na neuronech. Oba subtypy jsou heterogenni (Johnston 1996). GABAsg receptor,
ktery je vazan na G proteiny je ptfitomen v niz$ich hladinach v CNS, nez je tomu u receptoru
GABAA a zacina pusobit pozdé¢ji ve vyvoji CNS (Vv postnatalnim obdobi Zivota u hlodavct)
(Herlenius & Lagercrantz 2004). Postsynaptické odezvy zprostfedkované receptorem GABAg
(aktivace K™ a inhibice Ca2" proudt) chybi u embryonalnich a neonatalnich hipokampdlnich a
neokortikdlnich neuroni potkanti az do konce prvniho postnatalniho tydne zivota. V
napadném kontrastu je presynaptickd inhibice zprosttedkovana receptory GABAR jiz funk¢ni
pfi narozeni a poskytuje silnou inhibi¢ni kontrolu aktivity neonatalni sit¢ (Ben-Ari et al.
1997).

GABAg receptor se sklada s propojenych G proteinti, sedmi transmembranovych
receptoru, které jsou selektivné aktivovany (R)- (-) - baklofenem a 3 - aminopropylfosfinovou
kyselinou, pficemz jsou blokovany Baklofenem (Riss et al. 2008). Receptory GABAc mohou
predstavovat relativné jednoduchou formu iontovych kanéld s ligandem, které jsou tvoreny
oligomernimi podjednotkami, na rozdil od heterooligomernich receptori GABAAa. Jejich
celkova farmakologie se jevi jednodussi nez u klasickych receptori GABAAa, zejména s
ohledem na nedostate¢nou modulaci neurosteroidy, benzodiazepiny (Johnston 1996) a
barbituraty. Receptory GABAc, jsou selektivné aktivovany ur¢itymi konformacéné omezenymi
analogy GABA (Riss et al. 2008). Heterogenita receptorit GABAA je vysledkem asociace péti
podjednotek v fadé kombinaci za vzniku jednoduchého komplexu iontového kanalu
s ligandem (Johnston 1996). Rychlé inhibi¢ni u¢inky GABA jsou zprostfedkovany aktivaci
receptort GABAA v mozku a receptorech GABAc nasitnici, zatimco jeho pomalé,
prodlouzené ucCinky jsou zprostiedkovany receptory GABAg spojenymi s metabotropnim G-
proteinem (Jacob et al. 2008).

3.7.3 GABAAareceptor

Receptory GABAA jsou ligandem aktivované ionotropni receptory, propustné pro
chlorid a hydrogenuhli¢itan (bikarbonat) (Braat & Kooy 2015). Obvykle se nachazeji na
postsynaptickych mistech neurond (Michels & Moss 2007). Funkéné se receptory skladaji z
péti podjednotek (Braat & Kooy 2015). V zavislosti na slozeni podjednotek vykazuji tyto
receptory odlisné farmakologické a fyziologické vlastnosti (Herlenius & Lagercrantz 2004).
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Molekularni studie ukazaly, ze GABAAa receptory jsou soucasti vétsiho systému (tzv.
nadrodiny) ligandové fizenych iontovych kanald. Do tohoto systému patii naptiklad
nikotinové, acetylcholinové a glycinové receptory (Jacob et al. 2008). Strukturné jsou
GABAA receptory povazovany za pentamerické heterooligomery (Jacob et al. 2012), které
jsou slozeny z fady homolognich podjednotek, které sdileji spole¢nou strukturu. Jacob et al.
(2008) ve své praci uvadéji 18 znamych podjednotek GABAA receptoru: a (1-6), B (1-3), y
(1-3), 8, € (1-3), 6 a = (Jacob et al. 2008). Dnes je vSak znamo 19 téchto podjednotek: a1-6,
B1-3, y1-3, d, €, 6, m a p 1-3. Tato ndhodna sestava mé za nasledek komplexni heterogenitu
subtypu receptoru GABAAa (Braat & Kooy 2015). Tvrzeni, ze jsou receptorové podjednotky
sestaveny z kombinaci 19 polypeptidi (tj. al-6, B1-3, y1-3, 3, ,m , 0 a p1-3) potvrzuje také
Riss et al. (2008). Rovnéz dodavaji, ze pocet a typy podjednotek se 1isi v zavislosti na
umisténi receptoru v CNS (Riss et al. 2008). Naptiklad receptory GABAa Obsahujici o5
podjednotky jsou lokalizovany hlavné v soma, dendritech a axonech hipokampalnich
neuronll, zatimco o2 podjednotky jsou koncentrovany v pocateCnim segmentu axond.
Podjednotky obsahujici a4, a5, a6 a 6 jsou umistény extrasynapticky, zatimco vSechny ostatni
podjednotky receptoru GABAA, zejména y2 jsou piednostné exprimovany na synaptickém
misté (Michels & Moss 2007).

GABAergic
terminal
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Obrazek 10: GABAA receptory s podjednotkami a (1-3), B a y jsou primarn¢ synapticky
lokalizované, zatimco receptory s podjednotkami aS5Py jsou umistény pfevazn€é na
extrasynaptickych mistech. Oba tyto GABAA receptory jsou citlivé na Benzodiazepiny.
Naproti tomu receptory slozené z a (4 nebo 6) B3 jsou necitlivé na benzodiazepiny a jsou
lokalyzovany na extrasynaptickych mistech (Jacob et al. 2008).

Diky vazbé benzodiazepint, barbiturati a ethanolu na specificka mista GABAAa
receptoru dochézi k modulaci oteviraci vlastnosti chloridového kanalu. (Herlenius &
Lagercrantz 2004). Strukturni diverzita GABAA receptoru je dale zvySena alternativnim
sestiithem nékterych receptorovych mRNA (Jacob et al. 2008). Nejvyznamnéjsi subtyp
receptoru GABAA v mozku obsahuje podjednotky al, pn a y2. Receptory GABAA, které
obsahuji podjednotky al-3, fn a y2 jsou pievazné synaptické, zatimco receptory obsahujici o
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4-6 a d jsou prevazné perisynapticky, nebo extrasynapticky umistény. Synaptické receptory
zprostfedkuji rychlou fazovou inhibici, zatimco extrasynaptické receptory zplsobuji
pretrvavajici tonickou inhibici (Braat & Kooy 2015).

3.7.4 Funkce GABAA receptoru

GABAA receptor je spojen s transmembranovym iontovym kanalem (ve skutecnosti je
to nedilna soucast tohoto kandlu) selektivné propustny v jeho oteviené formé pro anionty,
zejména chloridové ionty (Haefely 1989). Kdyz se GABA navaze extracelularné¢ mezi
podjednotku o a B (pfiblizné v misté benzodiazepinového receptoru), plsobi jako agonista,
coz indukuje konformacni zmény komplexu receptoru GABAAa a zvySuje se propustnost pro
CL ionty (Michels & Moss 2007). Aktivace GABAA receptoru, tj. Tvorba reverzibilniho
komplexu receptoru s GABA a vysledna konforma¢ni zména v receptoru, vyvolava otevieni
kandlu, ktery je v uzaviené konformaci v nepfitomnosti GABA. V oteviené konformaci se
ionty chloridi mohou pohybovat kanalem. Intenzita a smér (chloridového toku je urcen
elektrochemickym gradientem generovanym rovnovaznym potencidlem a aktualnim
membranovym potencidlem. Vtékani chloridu zvysuje intraneurondlni negativitu tim, ze
hyperpolarizuje neuron. (Haefely 1989). Ptitok iontd Cl" a HCO3™ hyperpolarizuje burku a
tim zabrani Sifeni ak¢niho potencidlu na membrané neuronu. Dochazi tedy k obecnému
inhibi¢nimu G¢inku v neuronalni aktivité. Diky zminéné hyperpolarizaci a inhibici mize
dochazet k sedativnim a antikonvulzivnim G¢inkiim zptisobenym benzodiazepiny, anestetiky,
neurosteroidy a alkoholem, které plsobi na receptory GABAAa. Zatimco intraven6zni
anestetika (pt. barbituraty) interaguji s vice receptory, benzodiazepiny ptisobi primarné jako
pozitivni alosterické modulatory pouze receptoru GABAA. Pro udrzeni fyziologického
hyperpolariza¢niho t¢inku GABA je nutné zachovat stabilni CI" gradient pumpami riznych
iontovych transportér. Pfikladem muze byt neuron - specificky membranovy protein v CNS.
Drasliko - chloridovy kotransportér typu 2 (KCC2) umoziuje regulaci CI i K* v neuronech
pro udrZeni elektrochemickych gradientti pro hyperpolarizaci GABAergni inhibice. Smér toku
Cl" (dovnitf nebo ven) pies GABAAa receptor zavisi na chloridovém gradientu pies
plazmatickou membranu. V pocate¢nim segmentu axont (AIS = axon initial segments) a v
rané fazi vyvoje neuronti neni KCC2 exprimovan a vnitini koncentrace Cl- je vysoka. V této
situaci muze dochazet k prechodu CL™ smérem ven, coz ma za nasledek depolariza¢ni
odpovéd’ prostiednictvim aktivace napétové Fizenych Ca?* kanalt. Dal§i kotransportér je
NKCC1. GABA funguje hlavné jako excitacni vysila¢ na nezralych neuronech a jako
inhibi¢ni vysila¢ béhem zrani (Michels & Moss 2007). GABAA receptory jsou také cilenymi
receptory pro lécbu antikonvulzivnimi, anxiolytickych a sedativnich hypnotiky (Jacob et al.
2008). Vétsina téchto sloucenin se vaze na alosterickd mista receptoru. Dobie znamé
alosterické modulatory zahrnuji benzodiazepiny, které maji antikonvulzivni a anxiolytické
ucinky. Bylo zjisténo, ze podjednotky al zprosttedkovavaji sedativni Ucinky, zatimco
podjednotky a 2 / 3 zprostiedkovavaji anxiolytické ucinky (Braat & Kooy 2015). Deficity ve
funkéni expresi GABAA receptort jsou kritické pro epilepsii, tizkostné poruchy, kognitivni
deficity, schizofrenii a depresi (Jacob et al. 2008).
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3.7.5 Zmény v pribéhu vyvoje

Jak jiz bylo zminéno vySe, GABA je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem zralého
CNS, coz znamena, ze hyperpolarizuje membranovy potencial a tlumi neuronalni excitabilitu
(Watanabe & Fukuda 2015). Pasobeni GABA na GABAAa receptor vede Kk otevieni
chloridovych kandlli a dochéazi k pifesunu CI" do intracelularni prostoru, nebo z ného ven.
Smér toku CI je uréen elektrochemickym gradientem (Nuiiez & McCarthy 2007). Funkéni
receptory GABAA jsou exprimovany v neuronech jiz v embryonalnich stadiich. Béhem
vyvoje dochazi ke zméné¢ GABAergniho pisobeni z inhibi¢niho na excitacni. Pfechodny
excitacni uc¢inek GABA pies receptory GABAA piedstavuje obecny rys vyvijejicich se
neurond. Tyto zmény pravdépodobné vyplyvajici z vyvojovych zmén v systémech
homeostazy CI~ (Ben - Ari et al. 1997). V obodobi ¢asného vyvoje je koncentrace Cl" v
nervovych bunkach vysoka (Herlenius & Lagercrantz 2004). Aktivace receptori GABAAa
V prenatalnim a neonatidlnim obdobi vede Kk pfesunu CI° do extracelularniho prostoru a
depolarizaci membrany, kterd je dostatecna k otevieni vapnikovych kandlt citlivych na
napéti. Do poloviny druhého postnatalniho tydne u potkan ma aktivace receptoru GABAA za
nasledek ptesun CI” do intracelularniho prostoru a hyperpolarizaci hipokampalnich neuront.
Gradient intracelularni koncentrace chloridii ve vyvijejicich se neuronech je primarné fizen
chloridovymi kotransportéry NKCC1 (Na*, K*, 2CI) a KCC2 (K", CI). V hipokampu
novorozenych potkant jsou hladiny NKCC1, podporujici vstup CI™ do butiky vysoké, zatimco
hladina KCC2 podporujici vystup (,,vytlacovani*) ClI” z buriky je nizka. Postnatalnim dnem P7
- P14 dochazi ke zméné. KCC2 je zvySeny a protein NKCC1 je podstatné snizen (Nufiez &
McCarthy 2007). K expresi KCC2 dochazi okolo doby porodu v mozkovém kmeni, 1 tyden
po narozeni v hipokampu a mezi 1 az 2 tydny v kife mozku u potkanti (Herlenius &
Lagercrantz 2004). Aktivace receptoru GABAA v hipokampalnich neuronech potkana se méni
z indukce membranové depolarizace (excitace) na membranovou hyperpolarizaci (inhibici)
béhem téze doby. Posun od depolarizace zprostiedkované receptorem GABAa k
hyperpolarizaci je pfirozené se vyskytujici vyvojovy jev. Jiz ve druhém postnatalnim tydnu je
pusobeni GABA v hipokampu potkanti pfevazné inhibi¢ni (Nufiez & McCarthy 2007). Také
Watanabe & Fukuda (2015) uvadéji, ze akumulace CI™ zprostifedkovana NKCC1 vede ke
zvyseni intracelularnich hladin CI" v neuronovych prekurzorech a nezralych neuronech. To
umoziuje depolarizujici (excita¢ni) pisobeni GABA ve vyvijejicim se mozku. KCC2 naopak
snizuje hladiny CI~ a umoznuje hyperpolarizaéni u¢inek GABA ve zralém mozku (Watanabe
& Fukuda 2015). Vyvoj GABAergniho systému je Gizce spojen s vyvojem NMDA (receptor N
— methyl - D - asparagové kyseliny) a AMPA (receptor a —amino — 3 — hydroxy — 5 — methyl
— 4 - isoxazolepropionové kyseliny) receptoru. Prepinani v  GABAergnich ucincich od
depolarizace na hyperpolarizaci paraleluje s upregulacemi NMDA a AMPA receptorové
exprese, ke kterym dochazi béhem prvniho postnatalniho tydne (Kubova et al. 2018).
Glutaminergni synapse zpocatku postradaji funkéni AMPA receptory a NMDA kanaly jsou
blokovany Mg" pii klidovych membranovych potencidlech. GABA depolarizuje nezralé
neurony, coz muize mit za nasledek tok Ca" do bufiky po odstranéni Mg*, ktery blokuje
NMDA kanaly pro vstup dalSich ionti. Receptory GABAA tedy maji roli v nezralém mozku,
kterou piebiraji receptory AMPA ve zralém CNS. ZvySeni intracelularni koncentrace Ca*
aktivuje Siroké spektrum intracelularnich kaskad a podili se na ristu a diferenciaci neuront.
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Kromé toho muzZe excitace GABA a pfitok Ca® pulsobit jako spoust pro plasticitu
synaptickych spojeni a pro vytvareni a modelovani neuronovych siti (Ben-Ari et al. 1997,
Herlenius & Lagercrantz 2004).

GABA excitation R
GABA ! GABA inhibition

71/[;:]:7"“

# [cH=25mMm

Obrazek 11: Posunuti uc¢inku GABA je zCasti urCeno sekvenénim vyvojem dvou
hlavnich chloridovych kotransportéri. NKCC1 a KCC2. NKCCI1, ktery je
zodpovédny za import CI je pfitomen jez v déloze. KCC2 zodpovédny za export CI
pln¢ funguje az u zralych neuronti, NKCCI1 je poté méné aktivni. Toto vede k vyssi
akumulaci CI" v nezralych neuronech (Ben — Ari et al. 2012).

Béhem vyvoje mozku pisobi GABA jako troficky faktor ovliviiujici udalosti, jako je
proliferace, migrace, diferenciace, zrani synapsi a bunénou smrt (apoptdzu). Je to zasadni
transmiter pro mlad¢é. Vylouceni vitaminu B6 z kojenecké vyzivy mélo za nasledek fatalni
zachvaty a nasledné umrti v disledku nedostatku GABA (Herlenius & Lagercrantz 2004). V
nezralém savéim mozku muze byt b&hem obdobi rychlého rastu mozku /obdobi
synaptogeneze neuronalni apoptéza spousténa pirechodnou blokadou receptorti glutamatu N-
methyl-D aspartatu (NMDA) nebo nadmérnou aktivaci GABAAa receptort. Apoptogenni latky
zahrnuji anestetika (napiiklad ketamin, oxid dusny, propofol apod.), antikonvulziva
(benzodiazepiny, barbituraty) a také latky jako naptiklad ethanol. U lidi za¢ina rust mozku v
Sestém mésici t€hotenstvi a prodluzuje se az do tfetiho roku zivota jedince. Ethanol, ktery ma
jak antagonisty NMDA, tak agonisty GABAA, je zvlasté Gcinny pii spousténi Siroce rozsirené
apoptotické neurodegenerace béhem tohoto zranitelného obdobi (Ikonomidou et al. 2001).
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4 Metodika

Experimentalni cast diplomové prace byla provedena ve Fyziologickém tustavu
Akademie véd Ceské republiky (sidlo Kr&) na oddé&leni vyvojové epileptologie. Experiment
byl schvalen odbornou komisi Akademie véd Ceské republiky a je v souladu se zdkonem CR
0 ochrané zvifat proti tyrani (zakon ¢. 246/1992 Sb.) a v souladu s vyhlaskou o ochrané
pokusnych zvitat (vyhlaska ¢. 419/ 2012 Sb.).

4.1 Experimentalni zvirata

Pro experiment mélo byt pouzito 20 albinotickych samct laboratorniho potkana
kmene Wistar. Pied koncem experimentu bohuzel 2 zvitata onemocnéla, vykazovala nezvyklé
projevy chovani a musela byt z celkového vyhodnoceni vyfazena. Do ve€ku P42 bylo tedy
testovano vSech 20 samcii, poté pouze 18. Vyslednd data pochazeji od 18 zvitat.

Prvni postnatalni den - P1 (datum narozeni zna¢ime jako P0), byla zvitata pochdzejici
z n¢kolika vrhii nahodné rozdélena do 2 vrhu tak, aby kazdy vrh obsahoval 10 samct a jednu
dospélou samici, matku. Diky tomuto opatieni je mozné vyloucit piimy vliv jednoho vrhu na
vysledek experimentu, nebot’ z kazdého vrhu bylo vybrano pouze omezené mnozstvi zvirat.
Kazdy vrh byl umistén ve standardni plastové kleci s mfizkou pro podavani krmiva, a
napéjeckou. Pro pokus byla pouzita pouze zvitata samciho pohlavi, nebot’ fije samic a vykyvy
hormonalni hadiny by mohly nas experiment zna¢n¢ ovlivnit. V kazdém vrhu bylo vzdy 5 tzv.
kontrolnich zvifat (oznacena jako C) a 5 zvitat, kterym byla v obdobi od 7 do 11 dne véku
podavana davka Benzodiazepinu — klonazepamu (oznac¢ena jako CZP). Béhem experimentu,
po dosazeni véku 28 dni (P28), byli potkani odstaveni a separovani od matky. Soucasné
s odstavem bylo provedeno rozdéleni zvifat do 4 kleci. Kazda klec obsahovala po zbytek
testovani 5 potkanich samcii. Mimo testovani byla zvifata umisténa v mistnosti specialné pro
toto urcené. S ohledem na biorytmy zvifat zde byl udrzovany stfidavy rezim tmy a svétla
(ménici se v 6.00 a 18.00). Ke zménam tedy dochazelo po 12 hodinach. V mistnosti byla
udrzovana konstantni teplota 22 + 1°C a stald vlhkost 50 - 60 %. Zvirata méla neptetrzity
pfistup k vodé€ a peletovanému krmivu, které¢ svym slozenim odpovidalo staii zvifat. Do véku
P28 bylo potkaniim podavéano peletované krmivo s normovanymi Zivinami pro mlada zvirata,
od P28 dostavali krmivo pro dospélce. Takto nedochazelo k ptilisSnému tu¢néni zvirat.

4.2 Aplikace klonazepamu

Potkani oznaceni jako CZP6 — CZP10 byli zvaZeni a v obdobi od P7 do P11 jim byla
podavana intraperitonealn¢ davka klonazepamu. CZP byl suspendovan ve fyziologickém
roztoku chloridu sodného doplnéném o Tween 80 (1 mg / 5 ml fyziologického roztoku a jedna
kapka Tween 80). Takovyto roztok CZP byl podavan potkanim po dobu péti po sobé
jdoucich dni v mnozstvi Img / kg / den. Kontrolnim zvifatim byla podana davka
fyziologického roztoku ve stejném mnozstvi. Davka Klonazepamu nebyla stanovena nahodné,
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nybrz na zaklad¢ predchozi studie zamétené na antikonvulzivni ¢inky CZP ve vyvoji mlad’at
(Mikulecka et al. 2014a; Kubova et al. 2018).

Obrazek 12: Ukazka vazeni potkant a oznaceni jednotlivych zvitat (Bc.
Stépanka Cejkova, 2018)

Aby bylo mozné oddélit od sebe jednotliva zvirata, znacil se permanentnim
popisovacem jejich ocas. Ptiklad takového oznaceni je mozné vidét na obrazku ¢.1. (zvife ma

v

¢islo 7). Kazda slabsi znacka znaci jednotku, sin€j$i potom ¢islici 5.

4.3 Postup testovani

K testovani byl pouzit open field test (OF), neboli test otevieného pole. Tento test je
Siroce pouzivanym nastrojem pro testovani behavioralnich uc¢inka 1éka a tizkostného chovani.
Lze ho vyuzit pro fadu zivoc¢icht (rtizné druhy bezobratlych, ptakii a savci). Hojné je OF
aréna vyuzivana zejména pro testovani hlodavct. Open field mtzeme definovat jako
ohrani¢enou, shora otevienou oblast, kam je zvife umisténo a kde je sledovano a méfeno jeho
chovani, nejcastéji aktivita. NejCastéji pouzivand OF aréna ma tvar ¢tverce (Cernd Ctvercova
plastova krabice), ale rozméry i barva se mohou pro jednotlivé experimenty znacné lisit.
Vzhledem k jeho Sirokému vyuziti existuje v podobé OF Siroka variabilita (Choleris et al.
2001).

V tomto experimentu byla pouzita OF aréna tvaru ¢tverce ¢erné barvy. Velikost byla
zvolena na zaklad¢ staii pokusnych zvitat. Ve véku potkanti P21 — P31 byla pouzita OF aréna
o rozmérech 50 x 50 cm a vySce zdi 40 cm. Ve véku P35 — P45 byla pouzita OF aréna o
velikosti 80 x 80 cm a vysce zdi 40 cm.

Behavioralni testovani bylo zahajeno ve véku 21 dni (P21) s opakovanim ve 4 po sobé
jdoucich dnech, a to ve véku P21 — P24, P28 — P31, P35 — P38 a P42 — P45. Tato vyvojova
obdobi byla stanovena zdmérn¢, nebot’ koresponduji s ranné Skolnim vékem az adolescenci u
Cloveéka. Potkani byli pifineseni do experimentdlni mistnosti 30 minut pfed samotnym
zahajenim pokusu, aby doslo k dostatecné adaptaci na testovaci mistnost. Experiment probihal
vzdy ve stejném Casovém obdobi, v rozmezi 9.00 — 15.00h za piitmého osvétleni 35 - 45 Ix a
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konstantni teploty 22 + 2 °C. V mistnosti panoval po celou dobu testovani absolutni klid.
Zvitara byla vzdy po jednom vkladana do levého rohu open fieldu a jejich chovani bylo
pozorovano opticky a snimano kamerou po dobu 15 minut. Po uplynuti pozorovaci doby byl
potkan navracen zpét k sourozenciim a open field byl vy¢istén a umyt dezinfekci (Ajatin 10 %
roztok), aby doslo ke smyti pachovych stop. Dalsi zviie se tedy nemohlo orientovat podle
pohybové trajektorie zvifete pfedchoziho. Zaznamenané chovani bylo nasledné analyzovano
programem Noldus EthoVision XT 13 ® (Noldus Information Technology). EthoVision je
tzv. ,,video tracking software®, ktery nahrava a nasledné analyzuje chovani, pohyb a aktivitu
pozorovanych zvifat.

Potkani byli také vazeni ve véku P8, P11, P12, P13, P14, P15, P18, P19, P21, P28,
P35 a P42. Hmotnostni ptirtstky byly porovnavany mezi C a CZP zvifaty. Vysledky jsou
uvedeny v dalsi casti této diplomové prace.

.

Obrazek 13: Testovaci mistnost s malym  Obrazek 14: Potkan ve véku P35 umistény ve velkém
OF (Bc. $tépanka Cejkova, 2018) OF (Be. $tépanka Cejkova, 2018)

4.4 Sledované ukazatele

Bé&hem experimentu byly sledovany celkem 3 méfitelné ukazatele, které byly nasledné
vyhodnoceny pfisluSnym programem. Zvifata byla také béhem pokusu sledovana a jejich
chovani bylo zaznamenavano do poznamek. Jednalo se naptiklad o skutecnost, ze potkani
s aplikovanym CZP se v urCité dobé testovani snazili vyskakovat z testovaciho pole OF,
panackovali apod.

Zde jsou uvedeny vSechny parametry, které byly sledovany:

Celkova vzdalenost v OF ("distance moved")

Tento ukazatel predstavuje vzdalenost, kterou potkan celkové v open fieldu (OF)
ubéhl béhem 15 minut. Hodnocen byl pohyb podél stén OF, nebo v jeho centru. Vzdalenost je
udana v centimetrech. Pomoci celkové vzdalenosti byla hodnocena habituace.
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Doba setrvani potkana v centru OF ("center duration”)

Ukazatel piedstavuje celkovou dobu setrvani potkana v centru OF béhem 15 minut.
Doba je uvadéna v sekundach. Centrum OF znamena oblast 29 x 29 cm ve stiedu OF arény.
Tento ukazatel slouzi ke zhodnoceni anxiety.

Doba latence k 1. vstupu do centra OF ("center latency")
Tento ukazatel predstavuje Casovy usek, ktery trva od imisténi zvifete do OF do doby,

nez zvife vstoupi do centra OF. Ukazatel je uvadén v sekundach. Ukazatel slouzi ke
zhodnoceni anxiety.

Open field (50 x 50 cm) ——»
Zbna tigmotaxe (8 cm)

Centralni ¢ast (29 x 29 cm)

Obrazek 15: RozloZeni jednotlivych
oblasti OF arény. (Toto barevné
rozliseni je pouze pro vyhodnoceni
pfisluSnym programem. Ve skutecnosti
zony takto viditelné nejsou.) (RNDr.
Nina Mikulecka, Ph.D.)

Obrazek 16: Ptiklad pohybové
tvrajektorievz Open field testu (Bc.
Stépanka Cejkova)

Jak jiz bylo uvedeno, pokus trval vzdy 15 minut. Sledované veliCiny byly
vyhodnoceny za celych 15 minut pohybu potkana v OF, déle bylo téchto 15 minut rozdéleno
po 5 minutach na tfi stejné useky, které byly vyhodnocovany za tucelem zjiSténi tzv.
intrasession habituace (habituace v ramci jednoho sezeni). Dale byla zjistovana intersession
habituace (habituace mezi jednotlivymi sezenimi). Prvni typ habituace zjistime porovnanim
naméfenych hodnot mezi 5 minutovymi intervaly, zatimco druhy typ habituace zjistime
porovnanim naméfenych hodnot naptiklad mezi prvnim a ¢tvrtym dnem.

V tomto experimentu jsme zvolili jako ukazatel paméti (habituace) explora¢ni aktivitu.
Pokud si je potkan schopny zapamatovat, ze byl poli OF jiz nékolikrat vystaven, dojde u ného
ke snizeni explorace, tedy k habituaci. Teorie habituace ve spojitosti S novym prostiedim je
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nasledujici. Pokud umistime zvife do nového prosttedi, zaéne po ur¢itou dobu explorovat,
nasledné se Groven této explorace snizi. Tato redukce explorace, neboli lokomo¢ni aktivity je
nazyvana habituaci (Bolivar, 2009). Habituace je ptirozeny proces, ktery pomaha organismim
selektivné reagovat na biologicky vyznamné podnéty a ignorovat ty méné relevantni.
Habituace je také povazovana za jednu z nejjednodussich forem uceni (Harris 1943) a nachézi
se napii¢ riznymi kmeny zvifeci fiSe. Pfi habituaci vi¢i novému prostiedi se uplatiuji tzv.
kognitivni mapy. Kdykoli organismus zkouma nové prostiedi, vytvaii si vnitini pfedstavu
Giroveti explorace. Rikime, Ze je organismus habituovany na prostiedi. Uroveii habituace
muze byt urovana na zakladé rtznych ukazateli. U hlodavch je to napiiklad nejcastéji
métena ub&hnuta vzdalenost. (Bolivar, 2009).

4.5 Statisticka analyza

Videozaznamy ziskané béhem experimentu byly nasledné pievedeny programem
EthoVision XT 13 ® do ¢iselnych dat, ktera jiz bylo mozné matematicky zpracovat a podrobit
je analyze. K utfidéni téchto ¢iselnych zdznamu byl pouZit program MS Office Excel 2007 ®
a k provedeni statistického Setfeni byl pouzit program SigmaPlot, verze 10 ®. Jak jiz bylo
uvedeno vySe, analyzovana byla vzdalenost, kterou potkan ub&hl v testovacim poli, doba,
kterou potkan stravil v centru OF a doba latence. Také byla sledovana hmotnost pokanti a jeji
zmény béhem experimentu.

Vsechna data jsou uvadéna jako primér a smérodatnd odchylka. Data ziskanad za
celych 15 minut pozorovani byla analyzovana prostiednictvim One — Way Repeated -
Measures ANOVA, tj. jednofaktorova ANOVA pro opakovand meéfeni s jednim faktorem
(1écba). K prozkoumani signifikantnich rozdilt, které vyplivaji z testu ANOVA bylo pouzito
testu post — hoc Holm — Sidak method (porovnani jednotlivych vékovych skupin mezi sebou).
Jednotlivé intervaly byly analyzovany prostiednictvim Two — Way Repeated — Measures
ANOVA, tj. dvoufaktorovd ANOVA pro opakovand méfeni se dvéma faktory (1écba x cas).
K prozkoumani signifikantnich rozdili, které vyplivaji z dvoufaktorové ANOVY bylo
pouzito vicestupiiového porovnavaciho testu: Student — Newman - Keuls Method. Hmotnost
potkant byla statisticky testovana pomoci dvouvybérového t — testu pro nezavisld pozorovani.
Hladina vyznamnosti (o) byla zvolena timérn¢ biologickym pokustim, a to 5 % (p < 0,05).
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5 Vysledky

Béhem naSeho experimentu byla provedena cCtyii testovani. Prvni dvé testovani
probihala v malém OF, druha dvé testovani probihala ve velkém OF. Velikost OF byla
v souladu se stafim laboratornich zvifat. Prvni etapa testovani potkanti byla provedena ve
veéku P21 — P24. Druhd etapa testovani probihala od P28 — P31. Treti etapa testovani
probihala od P35 — P38. Posledni (Ctvrtd) etapa testovani probihala ve véku P42 — P45,
Potkani byli béhem experimentu v jednotlivych dnech vazeni. Hmotnostni pfirtistky potkant
byly porovnavany mezi C a CZP zvifaty.

5.1 Vliv BZP na hmotnostni prirtstky zvirat

Prumérné hmotnostni prirustky kontrolnich a CZP potkanu

75
70
65

i 60

A2 55

2 50

2 40

m Piirtistky kontrol
m Piirustky CZP

-
@ 25

P8 P11 P12 P13 Pl14 P15 P21 P28 P35 P42
Vék potkanii (dny)

Obrazek 17: Hmotnostni ptirtistky u kontrolnich a CZP potkant na dnech P8 — P42.
Symbol * znamena signifikantni rozdil v hmotnostnim pfirtistku mezi kontrolnimi a CZP
potkany

Statistika prokazala signifikantni rozdily v pfirtstcich mezi C a CZP potkany na dnech
P8 (p < 0,001), P11 (p < 0,001), P12 (p = 0,004), P13 (p = 0,003). Dalsi statisticky rozdil je
Vv ptirtistcich na P42 mezi C a CZP zvitaty (p = 0,009). Kontrolni zvifata pfibirala na vaze
vice v dobé od P7 — P11 (doba aplikace CZP), nez zvifata s aplikovanym 1é¢ivem. Poté se
hmotnostni pfiristky téméf vyrovnali. Dalsi tendence k vy$§im hmotnostnim pfirdstkim
kontrolnich zvifat miizeme pozorovat od veéku P28 (obdobi odstavu). Statistické Setfeni
prokéazalo ovSem signifikantni rozdil pouze v ptirtstku z P35 na P42 mezi C a CZP zvitaty.
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5.2 Celkova vzdalenost (,distance moved”)

5.2.1 Habituace intersession

Celkova vzdalenost v OF Celkova vzdalenost v OF
6000 6000
5000 5000
4000 4000
* —_—
& 3000 g 3000
2000 - ~ 2000 - = Kontroly
1000 ~ 1000 - u CZP potkani
0 - 0 -
P21 P22 P23 P2A4 P28 P29 P30 P31
Veék zvirat (dny) Vék zvirat (dny)
Celkova vzdalenost v OF Celkova vzdalenost v OF
6000 6000 .
5000 5000 T
_ 4000 - 1 =T T 4000
E 3000 - & 3000
2000 - UEOUO m Kontroly
1000 - 1000 = CZP potkant
0 - 0
P35 P36 P37 P38 P42 P43 P44 P45
Vek zvirat (dny) Vék zvirat (dny)

Obrazek 18: Celkova vzdalenost hodnocena za celych 15 minut u C a CZP zvifat v jednotlivych etapach
testovani. Prvni etapa (P21 — P24), druha etapa (P28 — P31), tfeti etapa (P35 — P38), ¢tvrta etapa (P42 — P45).
Symbol * znamena signifikantni rozdil v ub&hnuté vzdalenosti mezi C a CZP potkany.

Provedena statistika ukazala celkové velmi signifikantni rozdil mezi obéma skupinami
zvitat (p < 0,001). Po provedeni vicenasobného porovnavani mezi jednotlivymi vékovymi
skupinami zvifat (dvojic mezi sebou) byl prokazan signifikantni rozdil mezi kontrolnimi a
CZP zvitaty pouze ve véku P21 (p = 0.006) a P45 (P = 0.018), tedy na zacatku a na konci
testovani. CZP zvitata ub&hla v obou ptipadech vétsi vzdalenost.

Béhem prvni etapy testovani vykazovali CZP potkani ve véku P21 vétsi lokomocni
aktivitu v prostiedi OF ve srovnani s kontrolnimi potkany. Uplatiiuje se zde hyperaktivita
CZP potkant a anxiolyticky ucinek klonazepamu. CZP zvitata nemaji z neznamého prostiedi
takovy strach. Rozdil ve vzdalenosti, kterou ub&hla zvitata ve véku P21 a P24 nebyl statistiky
prukazny ani u jedné skupiny zvifat. K habituaci intersession tedy podle statistiky nedoslo, je
zde ovSem urcitd tendence ke sniZovani lokomo¢ni aktivity, zejména u CZP zviftat.

Druhé testovani bylo provedeno ve véku P28 — P31. U obou skupin zvifat je patrna
tendence ke zvySovani ub&hnuté vzdalenosti, rovnéz CZP zvirata projevila vyssi lokomo¢ni
aktivitu nez zvifata kontrolni. V porovnani s prvni etapou testovani je ub&hnutd vzdalenost

(A

v OF vyssi u obou skupin zvifat. Statisticky jsou ov§em tyto rozdily neprikazné.
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Treti testovani bylo provedeno ve véku P35 — P38 ve velkém OF. Ve srovnani
S prvnimi dvéma etapami testovani ub&hly obé skupiny vétsi vzdalenost (40 m). Dochazi
k vrcholu aktivity mezi 35 — 36. dnem vyvoje, poté aktivita klesa. U kontrolnich zvifat se
projevila vyssi uroven lokomoce. Je patrna tendence k intersession habituaci. U kontrolnich
zvifat k této tendenci dochazi od P35 — P38. CZP potkani také vykazuji schopnost habituace,
nicméné ve véku P36 dochazi k ptechodnému zvySeni lokomoc¢ni aktivity. Statistika ov§em
tyto rozdily neprokazala jako vyznamné.

Ctvrté a posledni testovani provedené ve véku P42 — P45 ukazuje nizsi ub&hnutou
vzdalenost U kontrolnich zvifat, naopak vys$$i Uroven pohybu je pozorovana u CZP zvifat.
Tendence k projeveni intersession habituace je u C zvifat naznacena, vyjimku tvori vék P44,
kdy doslo k ptechodnému zvyseni lokomoce. U CZP je tato tendence také, vyjimkou je vék
P45, Statistické Setfeni ukazalo signifikantni rozdil v ub&hnuté vzdalenosti ve véku P45 mezi
C a CZP potkany, kdy CZP potkani ub&hli vétsi vzdalenost.

Intersession habituace (habituace mezi jednotlivymi sezenimi) je pozorovatelnd vice
v prostiedi velkého OF u kontrolnich zvifat, kde byla zvifata testovana ve véku P35 — P45.
V malém OF je tendence k této habituaci béhem prvni etapy testovani. V obdobi po odstavu
se Groven pohybu naopak zvysuje. U zvifat, kterym byl aplikovan klonazepam se tendence
k habituaci vyskytovala podobné v porovnani s kontrolnimi zvifaty. Statistika ovSem
neprokazala signifikantni rozdily. Anxiolyticky efekt klonazepamu v podobé vétsi ub&hnuté
vzdalenosti u CZP zvifat byl statisticky prokdzan pouze ve véku P21 a P45.

5.2.2 Habituace intrasession

Celkova vzdalenost v OF

m Kontroly
m CZP potkani
=R N A = e A = R < R A =R
Sle |~ |2 b AlSd |~ 2|8 |~
il — =g — S - S’ —
P21 P22 P23 P24
Vek zvirat (dny)

Obrazek 19: Celkova vzdalenost hodnocena v 5 minutovych intervalech u C a CZP zvirat

V jednotlivych etapach testovani.

Symbol * znamena signifikantni rozdil v ubéhnuté vzdalenosti mezi C a CZP potkany v jednotlivych
intervalech

Symbol # znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 6 — 10 v ramci jednotlivého dne

Symbol ° znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 11 — 15 v rdmci jednotlivého dne

Symbol & znamena rozdil mezi intervaly 6 — 10 a 11 — 15 v ramci jednotlivého dne
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Celkova vzdalenost v OF

m Kontroly
m C7P potkani

Vék zvirat (dny)

Obrazek 20: Celkova vzdalenost hodnocena v 5 minutovych intervalech u C a CZP zvifat
V jednotlivych etapach testovani.

Symbol * znamena signifikantni rozdil v ub&hnuté vzdalenosti mezi C a CZP potkany
v jednotlivych intervalech

Symbol # znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 6 — 10 v ramci jednotlivého dne
Symbol ° znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 11 — 15 v ramci jednotlivého dne
Symbol & znamena rozdil mezi intervaly 6 — 10 a 11 — 15 v ramci jednotlivého dne

Ubehnuta vzdalenost v OF
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Obrazek 21: Celkova vzdalenost hodnocena v 5 minutovych intervalech u C a CZP zvitat
Vv jednotlivych etapach testovani.

Symbol * znamena signifikantni rozdil v ub&hnuté vzdalenosti mezi C a CZP potkany
Vv jednotlivych intervalech

Symbol # znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 6 — 10 v ramci jednotlivého dne
Symbol ° znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 11 — 15 v ramci jednotlivého dne
Symbol & znamena rozdil mezi intervaly 6 — 10 a 11 — 15 v ramci jednotlivého dne
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Celkova vzdalenost v OF

B Kontroly
m CZP potkani

P42 P43 P44 P45
Vék zvirat (dny)

Obrazek 22: Celkova vzdalenost hodnocena v 5 minutovych intervalech u C a CZP zvitat

Vv jednotlivych etapach testovani.

Symbol * znamena signifikantni rozdil v ubéhnuté vzdalenosti mezi C a CZP potkany v jednotlivych
intervalech

Symbol # znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 6 — 10 v ramci jednotlivého dne

Symbol ° znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 11 — 15 v rdmci jednotlivého dne

Symbol & znamena rozdil mezi intervaly 6 — 10 a 11 — 15 v ramci jednotlivého dne

Pokud porovname ub&hnutou vzdalenost v rdmci jednotlivych ¢asovych intervali za
jedno sezeni (session), ziskame rozdil v intrasession habituaci.

Hodnoceni jednotlivych intervald v ramci 15 minut ukazuje tendenci intrasession
habituace u C 1 CZP potkant. Signifikantni rozdil mizeme vidét ve véku P21 mezi prvnim a
tietim intervalem u C (p < 0,003) i CZP zvifat (p < 0,001). U CZP potkant byl prokazan také
signifikantni rozdil mezi prvnim a druhym intervalem (p < 0,001). Po prvnim vystaveni aréné
OF obé skupiny zvifat vykazuji intrasession habituaci, kterd se projevuje snizovanim
ub&hnuté vzdalenosti naptic jednotlivymi intervaly. Ve v€ku P21 byl také prokazan statisticky
signifikantni rozdil v ub&éhnuté vzdalenost mezi C a CZP zvitaty v intervalu 0 — 5 minut (p <
0,002). CZP potkani maji tendenci k hyperaktivité a jejich ubéhnuta vzdalenost je vEétsi nez u
C zvitat. Ve véku P22 prokazalo statistické Setfeni rovnéz signifikantni rozdil mezi ub&hnutou
vzdalenosti mezi prvnim a poslednim intervalem jak u C (p < 0,031), tak i CZP zvitat (p
<0,003). U CZP zvirat byl také prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi druhym a
poslednim intervalem (p < 0,049). Ve véku P23 nebyl prokazan statisticky signifikantni rozdil
mezi ub&éhnutou vzdalenosti ani u jedné skupiny zvifat. Tendence k intrasession habituaci je
mozné pozorovat u obou skupin, nicméné u C zvitat doslo ve druhém intervalu k pfechodné
zvysené¢ aktivité. Ve v€ku P24 byl statisticky prikazny rozdil ve snizujici se aktivité prokazan
pouze mezi prvnim a tfetim intervalem C potkand (p < 0,029). Tendence k intersession
habituaci ov§em pozorujeme u obou skupin zvifat. VEétsi ubéhnutou vzdalenost vykazuji CZP
zvitata v téméf celé prvni etap¢ testovani.

Druhé etapa testovani neukazala signifikantni rozdil mezi C a CZP potkany, ale je zde
prikazny rozdil mezi prvnim a druhym a mezi prvnim a tetim intervalem ve véku zvitat P28,
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P30, P31 u obou zkoumanych skupin zvifat (p < 0,05). MuzZeme tedy fici, Ze u obou skupin
zvirat dochazi k intrasession habituaci. Ve véku P29 dochazi k signifikantnimu rozdilu pouze
u CZP zvifat mezi prvnim a tietim intervalem (p < 0,018). Tendenci ke snizovani aktivity
V tomto intervalu pozorujeme ale také u CZP zvirat. VEtsi ubehnutou vzdalenost vykazuji
CZP zvitata v téméf celé druhé etapé testovani.

Ve tieti etapé testovani se béhem prvniho intervalu ukazuje naopak vyssi aktivita u C
zvitat. Zvitata byla ve véku P35 poprvé vystavena velkému prosttedi OF. Statistika neukazala
signifikantni rozdil mezi C a CZP potkany v zadném z intervalt. Signifikantni rozdil je ov§em
mezi prvnim a druhym intervalem u C zvifat (p < 0,001). Dale mezi prvnim a tfetim
intervalem u C (p < 0,001) a CZP zvitat (p < 0,021). A také mezi druhym a tfetim intervalem
u CZP zvirat ve véku P35 (p < 0,042). Ve véku P36 byl prokdzan vyznamny rozdil mezi
prvnim a druhym a prvnim a tfetim intervalem u obou skupin zvifat (p < 0,05). Ve véku P38
byl prokazan signifikantni rozdil pouze u C zvifat, a to mezi prvnim a druhym (p < 0,001) a
prvnim a tietim intervalem (p < 0,001).

Posledni etapa testovani ukdzala signifikantni rozdil ve véku P42 u C zvifat mezi
prvnim a druhym (p < 0,001) a prvnim a téetim intervalem (p < 0,001). Ackoli tento rozdil
nebyl statisticky prukazny u CZP potkant, jista tendence ke snizovani ub&hnuté vzdalenosti je
patrné také. Ve véku P43 a P44 vysel statisticky prukazny rozdil u obou skupin zvitat mezi
prvnim a tfetim intervalem a také mezi prvnim a druhym intervalem (p < 0,05). Byla tedy
prokazana intrasession habituace u obou skupin zvitat. V poslednim dni testovani (P45) byl
prokazan signifikantni rozdil mezi prvnim a téetim (p < 0,001) a prvnim a druhym intervalem
(p < 0,001) pouze u C zvitat. Dale byl ve véku P45 v poslednim intervalu (11 — 15 minut)
prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi ub&hnutou vzdalenosti mezi C a CZP potkany (p <
0,031), kdy CZP potkani ub&hly daleko vétsi vzdalenost.

Schopnost intrasession habituace neprokazala, ze by dochéazelo ke zhorSenému uceni u
zvitat, kterym byl podan klonazepam.
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5.3 Doba stravena v centru OF

Doba, kterou zvife stravilo v centralni oblasti OF arény byla vyhodnocena v souvislosti
s urCenim anxiolytického efektu CZP.

5.3.1 Hodnoceni mezi jednotlivymi sezenimi

Setrvani v centru OF Setrvani v centru OF
200 200
150 150
= 100 = 100 T
m Kontrol
50 50 - T
o Lol mmim ol sl . = CZP potkani
P21 P22 P23 P24 P28 P29 P30 P31
Vek zvirat (dny) Vék zvirat (dny)
Setrvani v centru OF Setrvani v centru OF
200 200
150 T 150 T
> T T 2100 -
bl ]28 50 - m Kontroly
0 - 0 - m CZP potkani
P35 P36 P37 P38 P42 P43 P44 P45
Vék zviFat (dny) Vék zvirat (dny)

Obrazek 23: Doba stravena v centru hodnocena za celkovych 15 minut u C a CZP zvifat v jednotlivych etapach
testovani. Prvni etapa (P21 — P24), druha etapa (P28 — P31), tieti etapa (P35 — P38), ¢tvrta etapa (P42 — P45).
Nebyly prokazany zadné statisticky prukazné rozdily.

Provedena statistika ukazala celkové velmi signifikantni rozdil mezi obéma skupinami
zvitat (p < 0,001). Po provedeni vicendsobného porovnavani mezi jednotlivymi vékovymi
skupinami zvifat (dvojic mezi sebou) ovSem neprokazala signifikantni rozdil mezi
kontrolnimi a CZP zvitaty v zd&dném z provedenych testovani.

Béhem prvni etapy testovani nebyl prokazan statisticky prikazny rozdil, ale je zde
tendence CZP zvirat k delSimu setrvani v centralni oblasti OF ve véku P21, P23 a P24. Béhem
druhé etapy testovani rovnéz nebyl prokazan statisticky prikazny rozdil mezi C a CZP
potkany. Je zde tendence ke zvySovani ¢asu setrvani v centralni ¢asti OF v porovnani s prvni
etapou testovani u obou skupin zvifat. CZP potkani stejné¢ jako v prvni etapé testovani
vykazuji statisticky nepritkazny del$i Cas straveny v centralni oblasti OF. Béhem tteti etapy
testovani, tentokrat jiz ve velkém OF, je tu opét tendence k delSimu setrvani obou skupin
zvitat vcentru OF Vv porovnani sprvni a druhou etapou testovani. Opét nedoslo
k signifikantnimu rozdilu mezi C a CZP zvifaty. Ctvrta etapa rovnéZ neprokézala signifikantni
rozdily mezi C a CZP potkany. Je zde tendence k nejdelSimu setrvani v centru OF
V porovnani s predchozimi etapami testovani mezi obéma skupinami zvifat.
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Zpocatku se uplatiioval anxiolyticky efekt benzodiazepinti, poté si i kontrolni zvifata
osvojila, ze vstup do centralni oblasti nepfedstavuje hrozbu, a zacali v centru setrvavat delsi
dobu. Jedna se o urcitou tendenci k habituaci.

5.3.2 Hodnoceni v ramci sezeni

Setrvani v centru OF

m Kontroly
B CZP potkani

223

Veék zvirat (dny)

Obrazek 24: Délka setrvani potkand v centru OF arény hodnocena v 5 minutovych
intervalech u C a CZP zvitat v jednotlivych etapach testovani (viz. vyse).

Symbol * znamena signifikantni rozdil v setrvani zvitete v centru mezi C a CZP potkany
Vv jednotlivych intervalech.

Symbol ° znamena rozdil mezi intervaly 0 —5 a 11 — 15 v rdmci jednotlivého dne

Setrvani v centru OF

m Kontroly
m CZP potkani

Vék zvirat (dny)

Obrazek 25: Délka setrvani potkand v centru OF arény hodnocena v 5 minutovych
intervalech u C a CZP zvirat v jednotlivych etapach testovani (viz. vyse).
Nebyly prokazany zadné statisticky prikazné rozdily.
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Setrvani v centru OF

m Kontroly
m CZP potkani

Vék zvirat (dny)

Obrazek 26: Délka setrvani potkant v centru OF arény hodnocena v 5 minutovych
intervalech u C a CZP zvitat v jednotlivych etapach testovani (viz. vyse).
Nebyly prokazany zadné statisticky prikazné rozdily.

Setrvani v centru OF

m Kontroly
m CZP potkani

Veék zvirat (dny)

Obrazek 27: Délka setrvani potkand v centru OF arény hodnocena v 5 minutovych
intervalech u C a CZP zvitat v jednotlivych etapach testovani (viz. vyse).

Symbol # znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 6 — 10 v ramci jednotlivého dne
Symbol ° znamena rozdil mezi intervaly 0 — 5 a 11 — 15 v ramci jednotlivého dne

Béhem prvni etapy v ramci porovndvani délky setrvané v centru mezi jednotlivymi
intervaly prokézala statistika signifikantni rozdil mezi C a CZP zvitaty ve véku P21, kdy CZP
zvirata setrvala v centru arény OF daleko delsi dobu, nez zvitata kontrolni. Dalsi statisticky
prukazny rozdil miizeme pozorovat u CZP zvitat ve véku P21, kdy statistika prokazala rozdil
v délce setrvani CZP zvifat v centru mezi prvnim a tfetim intervalem. Dalsi pritkazné rozdily
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statistika neukazala. Tendenci del§iho setrvani C i CZP zvifat v centru OF arény muizeme
pozorovat od veéku P21. Béhem druhé etapy testovani neprokazala statistika zadné
signifikantni rozdily. Nicméné je zde tendence CZP zvifat setrvavat delSi dobu v centru OF
arény v ramci vSech intervali. Ve véku P29 a P30 je rovnéz tendence C zvifat postupné od
prvniho ke tfetimu intervalu setrvavat v centru delsi ¢as. U CZP potkant je toto patrné ve
véku P28 a P29. Dalsi dny je délka pobytu V centru rizna. Nejdelsi dobu setrvaly C i CZP
zvifata v centru béhem tietiho intervalu ve véku P29 (C zvitata 20 s, CZP potkani 40 s). Tteti
etapa, kterd jiz probihala ve velkém OF také neprokdzala statisticky signifikantni rozdily. Je
zde urcita tendence k setrvani obou skupin zvifat del$i dobu v centru OF arény v porovnani
s prvni a druhou etapou testovani. C zvifata si zacinaji zvykat, ze v centru OF arény nehrozi
nebezpeci a setrvavaji v ni delsi dobu. V ramci ¢tvrté a posledni etapy testovani prokazala
statistika signifikantni rozdil u C zvitat ve véku P42 mezi prvnim a druhym intervalem, kdy C
zvitata setrvaly béhem druhého intervalu v centru del§i dobu, nez tomu bylo u intervalu
prvniho. Déle byl prokazan statisticky prukazny rozdil ve véku P44 u CZP zvitat mezi prvnim
a tfetim intervalem, kdy CZP potkani setrvali ve tfetim intervalu daleko vétsi cas v centru OF,
nez v intervalu prvnim. Opét je zde urcita tendence k delSimu setrvani obou skupin zvitat
Vv centru arény. Od P42 — P45 mizeme vidét (az na par odchylek) postupny zvysujici se ¢as
strdveny v centru u obou skupin zvifat v ramci jednotlivych intervalti. Statisticky je ovSem
rozdil neprikazny.

Pokud budeme hodnotit dobu, kterou potkan stravi v centru OF, mizeme si vSimnout
znacn¢ vyssiho setrvani v centru u CZP potkanti. Zv1asté je toto patrné prvni den testovani
(zejména prvnich 5 minut od vystaveni novému prostfedi). Projevuje se tedy anxiolyticky
efekt benzodiazepind.
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5.4 Doba latence k prvnimu vstupu do centra OF

Doba latence byla hodnocena pouze mezi jednotlivymi sezenimi, nikoli v ramci
jednotlivych intervalli, nebot’ se jedna o ¢as potiebny k prvnimu vstupu zviiete do centra OF
arény.

Doba latence k 1. vstupu do centra OF Doba latence k 1. vstupu do centra OF
400 400
300 T 300
& 200 ik < 200
T = Kontroly
100 100 i h i. i u CZP potkani
0 - 0 -
P21 P22 P23 P24 P28 P29 P30 P31
Veék zvifat (dny) Vék zvitat (dny)
Doba latence k 1. vstupu do centra OF Doba latence k 1. vstupu do centra OF
400 400
300 300
P I— 2207
< 200 u Kontroly
100 100 + LT B CZP potkani
0 - 0 -
P35 P36 P37 P38 P42 P43 P44 P45
Vék zvirat (dny) Vek zvirat (dny)

Obrazek 28: Doba latence k prvnimu vstupu do centralni ¢asti OF arény hodnocena za celkovych 15
minut u C a CZP zvifat v jednotlivych etapach testovani. Prvni etapa (P21 — P24), druhé etapa (P28 —
P31), teti etapa (P35 — P38), ¢tvrta etapa (P42 — P45).

Statistika neprokazala zadné rozdily.

Rozdily ve stfednich hodnotach mezi skupinami C a CZP zvitaty nejsou dostate¢né velké, aby
vyloucily moznost, Ze rozdil je zplsoben nahodnou variabilitou odbéru vzorkll. V rdmeci
testovani doby latence tedy neni zadny statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami C a CZP
zvitat, ani mezi dobou latence mezi prvnim a ¢tvrtym sezenim.

V prvni etapé testovani je pouze urCitd tendence CZP zvitat vstupovat do centra OF
diive (niz8i doba potfebna ke vstupu), nez je tomu u zvifat kontrolnich. Toto miizeme
pozorovat ve véku P21 (prvni den testovani) a ve véku P23. Ve druhé etapé testovani je opét
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ukazuje na anxiolyticky uUc¢inek BZD. Statistika ovSem neprokazala signifikantni rozdily.
V ramci tieti a Ctvrté etapy testovani rovnéZ neni zadny statisticky priikazny rozdil mezi C a
CZP zvitaty. Podle grafického znazornéni je tu ovSem jista tendence k odliSnosti mezi
prvnimi vstupy do centra. Od P35 — P38 miizeme u C zvifat pozorovat nizsi ¢as potiebny
K prvnimu vstupu do centra OF arény. Ve ¢tvrté etapé testovani je tato tendence s vyjimkou
dne P45 také. V ramci opakovaného vkladani zvifat do stejného prostiedi si zvifata na

prostiedi zvykla, centralni ¢ast OF arény jiz neptedstavuje hrozbu.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, ze farmakologické zvyseni
GABAergni inhibice v pribéhu perinatalniho obdobi ovlivni vyvoj habituace jako
neasociativni formy uéeni a paméti a vyvoj emocionalniho chovani u mlad’at laboratorniho
potkana.

Ke zvySeni GABAergni inhibice bylo pouzito latky ze skupiny benzodiazepinii (BZD),
klonazepamu (CZP). Tato latka byla podavana mlad’atim laboratorniho potkana kmene
Wistar opakované v raném postnatalnim obdobi ve v€ku P7 — P11 v mnozstvi 1 mg/ kg/ den
i.p., tedy v obdobi intenzivniho ristu mozku, které je kritické pro tvorbu neuronalnich
spojeni, synaptickych kontaktl (Ostadalova & Babicky 2012). Farmakologicka manipulace
S neurotransmisi stejné jako mozkova traumata ¢i silny stres muze v tomto obdobi ovlivnit
dalsi vyvoj mozkovych funkcei at’ pozitivné, nebo negativné (Andersen 2003).

Na zaklad¢ srovnavacich studii sledujicich vyvoj mozku, odpovida vyvojové
novorozeny potkan 6 mési¢nimu lidskému plodu. Mozek potkana ve veéku P1 — P10 je
srovnatelny s mozkem plodu ¢lovéka ve tietim trimestru té¢hotenstvi a potkani ve véku P12
jsou vyvojove srovnatelni s novorozeneckym ¢i kojeneckym obdobim u ¢lovéka (Dobbing &
Sands 1979; Clancy et al. 2007). Diky tomuto vyvojovému srovnani lze piedpokladat, ze
urovein vyvoje mozku ve véku P7 — P11, tedy v obdobi podavani CZP odpovidd urovni
zralosti perinatalnimu vyvoji lidského mozku. Testovani benzodiazepinii v tomto vyvojovém
obdobi ma své opodstatnéni, protoze jsou tyto léky casto predepisovany téhotnym Zenam
(Igbal et al. 2002), détem a kojenciim i pfes své mozné nezadouci ucinky (Bittigau et al.
2002). Provadéni klinickych studii tohoto charakteru je neptipustné a retrospektivni analyzy
neposkytuji dostatek informaci o moznych rizicich 1é¢by (Igbal et al. 2002). Jedinou moznosti
pro ziskani informaci o moZnych rizicich BZD pro vyvoj plodu a pro stanoveni mechanismi
odpovédnych za piipadné vyvolané poSkozeni pifedstavuji animalni studie. Interpretace
vysledki a jejich pienos na Cloveéka je vSak velmi komplikovany (Kubova, pers. comm).
Studie, které byly provedeny V poslednich n€kolika desetiletich poskytly podstatné informace
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srovnavat vyvoj mozku mezi druhy (Kaindl et al. 2006).

Benzodiazepiny jsou pouzivany vcelé fadé indikaci. Puasobi anxiolyticky,
antikonvulzivné, svalové relaxaéné¢ a sedativng. Jsou proto vhodnymi latkami k 1écbé
epilepsie (Kanindl et al. 2006), 1é¢b¢ zachvatovych poruch apod. (Riss et al. 2008). BZD se
pouzivaji napfi¢ vSemi v€kovymi skupinami a také u novorozencii (Kubova et al. 2018).
Pasobi zvyseni inhibice prostfednictvim alosterické modulace propustnosti chloridového
kanalu GABAA receptoru kyseliny y — aminomaselné (GABA) (Mohler 2007; Jacob et al.
2012; Griffin et al. 2013). V dospélém mozku ptedstavuje GABA hlavni inhibi¢ni
neurotransmiter centralnino nervového systému obratlovct (Michels & Moss 2007). Interakce
benzodiazepinli s GABAA receptorem zvysi prinik chloridovych iontd do buiiky a vyvola
hyperpolarizaci neuronalni membrany, coz vede k inhibici (Griffin et al. 2013). GABAergni
systém je Ve vyvijejicim se mozku podstatné odliSny v porovnani s mozkem dospélého
jedince. Béhem casného vyvoje pusobi GABA jako neurotransmiter excita¢ni. Pfechodny
excitatni ucinek GABA pies receptory GABAa predstavuje obecny rys vyvijejicich se

49



neuroni (Ben - Ari et al. 1997). V disledku zvySené koncentrace chloridovych iontt
v nezralych neuronech dojde po otevieni chloridového kandlu k opacnému pohybu
chloridovych iontl a depolarizaci. V pribéhu dalsiho vyvoje pfejimé excitacni funkci GABA
postupné glutamat a GABA se stava inhibi¢nim neuromediatorem v naprosté vétSingé zdravych
dospélych neurondi (Owens et al. 1996). Casné podani BZD ma za nasledek selektivni zménu
exprese podjednotky a modifikuje vlastnosti receptori GABAa (Raol et al. 2005). Pokud
dojde k zasahu do téchto mechanismu v citlivych stadiich vyvoje (napiiklad podanim BZD),
muze dojit k pfechodnym, nebo trvalym zméndm v utvareni neurondlnich siti a synaptickych
spojeni (Kubova, pers. comm.).

V ramci studie provedené v této praci bylo zjisténo, ze podavani CZP vede ke snizeni
hmotnostnich piirastki v obdobi podavani CZP (P7 — P11). Ve véku P13 doslo k vétSimu
hmotnostnimu pfirastku u CZP zvifat a do véku P28 (odstav) nedoslo k jeho sniZovani.
Snizeni pfirustku se dale projevuje ve véku P42 a P45 (viz obr. 17). Hmotnostni piirtstek
potkanii byl do této studie zatazen jako doplitkova veli¢ina a nebyl pfedmétem testovani. Tyto
vysledky jsou v souladu s ptedchazejicimi studiemi, které prokazuji ur¢itou miru rustové
retardace u zvifat, kterym byl podavan benzodiazepin SniZzeni hmotnostnich pfirtstkti po
podani 1é¢iv ze skupiny BZD popisuji napiiklad Stefovska et al. (2008) a Kubova et al.
(2018). Vysledky predchazejici studie, provedené se stejnym modelem (Mikulecka et al.
2014a) ukazaly shodny pribéh rustovych kiivek po podani CZP jaky byl pozorovan V nasi
studii.

V ramci této diplomové prace jsme se zaméfili na ovlivnéni vyvoje kognitivnich
schopnosti potkant, mezi které patii ueni a pamé&t. Dale byl sledovan vyvoj emocionalniho
chovani, zejména uzkost (anxieta), a lokomocni aktivita. Pro testovani paméti byla zvolena
habituace, jako nejjednodussi forma uceni. Provedena studie v ramci této diplomoveé prace
neukédzala zhorSenou schopnost intersession habituace u potkant, kterym byl aplikovan
klonazepam pii hodnoceni Vramci celkovych 15 minut. Béhem jednotlivych testovani
nedoSlo k signifikantnimu sniZeni ubchnuté vzdalenosti ovSem ani u kontrolnich zvirat.
Kontrolni zvifata sice vykazovala tendenci intersession habituace pfi porovnéni ub&hnuté
vzdalenosti mezi prvnim a poslednim dnem kaZzdé etapy testovani, ale statisticky nebyl
prokdzan rozdil. Béhem druhé etapy testovani (P28 — P31) miZeme pozorovat urcitou
tendenci ke zvySeni lokomoc¢ni aktivity u obou skupin zvitat. Toto je zplsobeno nejspise
pfirozené zvysenou exploracni aktivitou v obdobi kolem odstavu (Ba & Seri 1995; Lynn &
Brown 2009). U CZP zvifat byl prokdzan signifikantni rozdil v ubéhnuté vzdalenosti
V porovnani s kontrolnimi sourozenci V ramci prvniho testovani ve véku P21 a posledniho
testovani ve véku P45. Toto muze indikovat hyperaktivitu, nebo excitabilitu, kterda mize byt
vyvolana novosti, nebo snizenou uzkosti (Mikulecka, pers. comm.). Intrasession habituace,
kterd byla porovnavana v ramci jednotlivych €asovych intervalll v ramci jednoho testovani
probihala v mens$i mife u CZP zvitat. Zatimco kontrolni zvifata habituovala v ramci kazdého
sezeni, CZP zvifata vykazovala statisticky prikazné snizeni lokomoce pouze v ramci
nékterych dni. Tento vysledek je v rozporu s vysledky pfedchdzejicich studii prokazujicich
zmény v habituaci po podavani BZD v ¢asnych postnatalnich stadiich vyvoje. Testy vSak byly
provedeny na dospélych zvitatech na rozdil od naSich experimet, sledujicich vyvoj tohoto
parametru (Mikulecka et al. 2014a). V piedchazejici studii neprokazala poruchu intrasession
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habituace, ale habituace intersession u CZP zvifat, coz naznacuje zhorSenému uceni u zvirat,
kterym byl rovnéz v postnatdlnich dnech P7 — P11 aplikovéan klonazepam. Vyzkum Stefovske
et al. (2008) ukazal, ze po aplikaci diazepamu potkanim mlad’atim ve véku P6 — P10 bylo
ovlivnéno uceni spolu s paméti pii nasledném testovani ve véku 6 mésicu. Také se tedy
jednalo o dospéla zvirata.

Zvyseni lokomocni aktivity v OF muize byt interpretovano jako snizeni anxiety
v souvislosti s anxiolytickym efektem BZD (Hlinak et al. 2009), které pietrvava delsi dobu po
vysazeni latky. ZvySena aktivita také muze reflektovat hyperaktivitu, takze pro konecnou
interpretaci vysledkd, ziskanych v ramci této diplomové prace je nezbytné provést dalsi
specifické behavioralni testy zaméfené nejen na anxietu, ale i na schopnost soustiedéni
(Kubova, pers. comm.). Cas straveny v centru OF arény (tzv. nebezpeéné oblasti) a doba
latence k prvnimu vstupu do centra arény jsou ukazatele, které ukazuji na anxiolyticky efekt
setrvani v centru OF arény u zvirat, kterym byl aplikovan BZD tésné pied provedenim testu
(Hlinak et al. 2009). Nase studie sledovala dlouhodobé dusledky po vysazeni CZP a testy byly
provadény v dob¢, kdy jiz neni latka v téle pfitomna. V naSi studii nebyly prokazany
statisticky signifikantni rozdily mezi C a CZP potkany, ale zvysledkd, které jsou
interpretovany prostfednictvim grafického znazornéni je u CZP zvifat patrna jasna tendence
k prodlouZeni doby stravené Vv centru OF arény a zkraceni ¢asu potfebnému pro prvni vstup
do centralni oblasti. Tyto vysledky mohou byt s opatrnosti inerpretovany jako dlouhodobé
sniZzeni Uzkosti, vyvolané novym prostiedim, ale tato moZznost musi byt ddle ovétena.
Tendence Kk prodlouzeni doby, stravené v centralni oblasi a zaroven zkraceni latence ke
vstupu do této oblasti se objevilo i u kontrolnich zvifat béhem tfeti a ctvrté etapy testovani. Je
to dal$i zndmka habituace na dané prostiedi a také toho, se zvifata pfestdvaji bat centralni
oblast navstévovat a tato jiZ pro né nepredstavuje adekvatni hrozbu.

Nami provedena studie neprokdzala signifikantné zhorSené uceni u CZP zvitat, pokud
jim byla ve véku P7 — P11 aplikovana intraperitonealné davka CZP v mnozstvi 1 mg/ kg/ den.
Je zde pouze naznak zhorSené habituace intrasession a urcita celkova tendence ke zhorSenému
fenoménu habituace zejména ve veéku P45, kdy CZP zvitata vykazuji daleko vétsi lokomocni
aktivitu neZ zvirata, kterym byl aplikovan pouze fyziologicky roztok. Muze dochazet
k fenoménu tzv. dishabituace, kdy opét nastava navrat vnimani na podnét, vici kterému jiz
nastala habituace (Mikulecka, pers. comm.). Pokud bychom aplikovali vétsi davku CZP, je
mozné, ze by se zhorSené ueni projevilo. Statisticky by toto bylo nejspiSe prikazné rovnéz
pii pouziti vétsiho poctu zvifat. ZhorSené uceni by také mohlo byt patrnéjsi, pokud by byla
zvifata testovana v obdobi dospélosti, podobné jako ve studii provedené Mikulecka et al.
2014a. Ani anxiolyticky efekt ¢asného podavani CZP nebyl statisticky prukazny, nicméné
dochdzelo k urcité tendenci CZP zvifat k rychlej§imu prozkoumavani ciziho prostiedi OF
arény, delSimu setrvani v jejim centru a niz§imu ¢asu potiebnému k prvnimu vstupu do této
oblasti ve srovnani s kontrolami.

Ptestoze jsou benzodiazepiny Siroce piedepisované psychotropni latky pro jejich
hypnoticky, sedativni, anxiolyticky, myorelaxa¢ni a antikonvulzivni efekt (Heinonen, 1977),
je nutné brat zietel na jejich mozné nezadouci Géinky na vyvijejici se mozek. Benzodiazepiny

51



zpusobuji apoptotickou neurodegeneraci v rozvijejicim se mozku potkant, jak dokladaji ve
svém vyzkumu Bittigau et al. 2002 a Kaindl et al. 2006. Rovnéz také Turski & Ikonomidou
(2012) dokladaji, ze farmakologicka aktivace receptoru GABAa narusuje bunécnou
proliferaci a inhibuje neurogenezi u nezralého mozku potkand. I piesto, Ze tato diplomova
prace neprokazala zhorSeni uceni pfi ¢asném podani CZP laboratornim potkaniim, mélo by
byt pouzivani BZD obecné v pediatrii dikladné zvazovano. Lékaii by meéli uzivat
benzodiazepiny, které maji dlouhodobé zaznamy o bezpeCnosti a mély by piedepisovat
benzodiazepiny jako monoterapii pfi nejnizsi ucinné davce za co nejkratsi dobu (Igbal et al.
2002).
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala vlivem antiepileptického 1é¢iva klonazepamu na
habituaci, jednu z nejjednodussich forem uceni. Soucasné s fenoménem habituace bylo cilem
zjistit, jestli dojde k ovlivnéni dalSich parametrii emocionalniho chovani, konkrétné anxiety
(azkosti). Testovani bylo provedeno na laboratornich potkanech kmene Wistar
prostiednictvim Siroce pouzivaného behavioralniho testu otevieného pole.

Vysledky provedené studie mizeme shrnout do nasledujicich bodii:

e Studie neprokazala signifikantni rozdil ve schopnosti habituace mezi zvifaty, kterym
byl podan klonazepam a témi, kterym byl podan stejnou cestou pouze fyziologicky
roztok. Ke zhor§enému uc¢eni u CZP zvifat tedy nedoslo.

e Anxiolyticky vliv klonazepamu pozorovany v ramci vstupl zvitat do centralni oblasti
OF a vramci doby latence k prvnimu vstupu do centralni oblasti OF arény nebyl
statistikou prukazny, nicméné zde byla urcitd tendence CZP zvirat k diivéj$im
vstuptim a delS§imu setrvani v této olasti, coZz ukazuje na anxiolyticky efekt tohoto
1éc¢iva.

Studie zaméfené na ovlivnéni vyvoje nervového systému prostfednictvim
benzodiazepinil jsou i v souc¢asné dob¢ stale aktudlni, protoze tyto latky patii stale mezi hojné
vyuzivané v pediatrické praxi.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

5 —HT (5 — hydroxytryptamin) - serotonin

AED — antiepileptika

AIS (axon initial segment) - pocate¢ni segment axonu

AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova kyselina
BIS - behavioralni inhibi¢ni systém

BZ1 - benzodiazepinovy receptor obsahujici izoformu al

BZ2 - benzodiazepinovy receptor obsahujici izoformu a2

BZP - benzodiazepin

Ca?* - intracelularni signalizaéni molekula

CL" - chlorid

CNS - centralni nervova soustava

CZP - klonazepam

D2 - dopaminovy receptor D2

DA - dopamin

DMD - dlouhodobé piisobici metabolit diazepamu

EPM (elevated plus maze) - test vyvyseného kiizového bludisté
EZM (elevated zero maze) - test vyvyseného kruhového bludisté
Emx2, Lhx2 - geny podilejici se na postnatalnim vyvoji hipokampu
GABA - kyselina gama - aminomaselna

GABAA - receptor typu A kyseliny gama - aminomaselné
GABAG - receptor typu B kyseliny gama - aminomaselné
GABAC - receptor typu C kyseliny gama - aminomaselné

HCQO3 - Hydrogenuhli¢itan

I.p. - intraperitonealni podani

K™ - draslikovy iont

KCC2 - drasliko - chloridovy kotransportér typu 2

LTH (long term habituation) - dlouhodoba habituace

MIPSCs - miniaturni inhibi¢ni postsynapticky proud

MRNA (messenger RNA) — mediatorova RNA

NGF — neuronalni rastovy faktor

NKCC1 - sodiko — drasliko — chloridovy kotransportér typu 1
NMDA - N-methyl-D-aspartatovy receptor

OF (open field test) - test otevieného pole

P - oznacuje postnatalni den

Pers. comm. — osobni sdéleni

STH (Short term habituation) - kratkodoba habituace
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