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SOUHRN

Systém LABORAS (Metris, Nizozemsko) umozriuje kontinudlni monitorovini spontanni motorické aktivity laboratornich mysi
a potkant. Podle signalu z vibra¢ni podlozky dokaze rozlisit typ pohybu a vysledky automaticky zpracovat. Cilem nasi prace bylo ovérit
moznosti vyuziti LABORASu pfi studiu bolesti. U modelu periferni neuropatické bolesti jsme prokazali pokles motorické aktivity, ktery
pretrvaval déle nez 4 tydny po operaci a byl vyraznéjsi nez u sham-operovanych zvifat. Pii pouziti baklofenu (spasmolytika s analgetic-
kym t¢inkem) jsme pozorovali na davce zavisly dtlum motorické aktivity (vedlejsi ii¢inek baklofenu). Systém LABORAS se tedy ukazal
jako vhodnd metodika pro studie zabyvajici se méfenim bolesti. LABORASem zjisténd spontdnni motorickd aktivita mutize byt dal$im
z nepfimych parametrt naznacujicich stuperi percepce bolesti u laboratornich zvifat.

Kli¢ovd slova: LABORAS, motorickd aktivita, baklofen, animdlni modely bolesti

SUMMARY

LABORAS (Metris, the Netherlands) enables continual monitoring of spontaneous motor activity of laboratory rats and mice ac-
cording to the analysis of the platform vibrations generated by animal movements. The aim of our study was to employ the LABORAS
system in the study of pain. We found decrease of motor activity in rats with peripheral neuropathic pain, the decrease lasted for more
than 4 weeks and was higher than in sham-operated animals. Further, a dose dependent decrease of motor activity after administration
of baclofen (spasmolytics with analgetic action) was demonstrated. The LABORAS system was found as a valuable tool in studies of
pain. Spontaneous motor activity determined by LABORAS may form another important, although indirect parameter showing level

of pain in animals.
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Uvod

umoznujicich automatické monitorovani spontinni pohybové
aktivity laboratornich hlodavct. Systém snimd vibrace plosiny,
po niz se zvife pohybuje, tento signal digitalizuje a automaticky
z néj analyzuje riizné typy motorické aktivity. Moznosti uplatnéni
LABORASu ve farmakologickych studiich byly podrobné popsany
v roce 2003 (Quinn et al., 2003), hlavni pfednosti metodiky byla
minimalni Gcast experimentatora na registraci i analyze aktivity
zvifete.

Je vieobecné zndmo, Ze nocicepéni i neuropatickd bolest je tizce
spojena se zménami motorické aktivity. U chronickych bolestivych
stavil se celkovd spontdnni motorika snizuje. U pacientd s chro-
nickou bolesti se ¢asto doporucuje zvySeni fyzické aktivity a bylo
potvrzeno, Ze cvienim navozena analgezie muze patfit k ditlezitym
postuptum pii 1é¢bé periferni neuropatické bolesti (Kuphal et al.,
2007). Na zakladé téchto faktt Ize tedy predpokladat, Ze spontanni
motorické aktivita mtize byt jednim z markert bolesti, miiZe se
zvy$ovat nebo snizovat v zavislosti na intenzité vnimané bolesti.
Proto jsme se rozhodli ovéfit, zda 1ze systém LABORAS pro vyzkum
bolesti pouzit.

Moznosti vyuziti LABORASu pfi studiu bolesti jsme smérovali
do dvou oblasti: 1. Lze metodou LABORAS registrovat zmény
motorické aktivity u animélnich modelt bolesti? 2. Lze metodou
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LABORAS registrovat zmény motorické aktivity po podani lacky
s antinocicepénim t¢inkem?

Prvni oblast jsme ovéfovali s vyuzitim modelu PSNI - parcilni
poskozeni sedaciho nervu (Seltzer et al., 1990). U tohoto modelu je po-
psana nékolik tydnti pretrvavajici alodynie/hyperalgezie na postizené
koncetiné, kterou Ize méfit jak termickymi, tak mechanickymi testy.
Pro druhou oblast jsme jako vhodné analgetikum vybrali baklofen,
unéhoz jsou piianalgetickych davkach popsany vedlejsi i¢inky zahr-
nujici pokles celkové motorické aktivity (Franék et al., 2004).

Metodika

Zvirata

K experimentim byli pouziti dospéli samci laboratorniho pot-
kana kmene Wistar (200-300 g; AnLab s.r.0.), ktefi byli 14 dnt pred
experimentem umisténi v chovnych nadobach ve skupinich po 4.
Po celou dobu méli volny ptistup k vodé a potravé, svételny rezim
v chovné mistnosti byl nastaven na 12hodinovy obriceny cyklus
svétlo/tma (tmava perioda od 6:00 do 18:00). Kromé pokusu s 24ho-
dinovym monitorovanim pohybové aktivity byly véechny experimenty
provadény v tmavé fazi cyklu. VSechny experimenty byly provedeny
se souhlasem Komise na ochranu zvifat 3. LF UK a jsou v souladu
s pokyny Etické komise Mezinarodni spolecnosti pro studium bolesti
(Zimmermann, 1983).
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Stanoveni pohybové aktivity systémem LABORAS

Systém LABORAS (Metris, Nizozemi) je tvofen trojihelnikovou
snimaci plosinou (70 x 70 x 100 cm), kterd je na tfech bodech fixo-
vana k stabilni zakladové desce. Na plosiné je umisténa prithledna
plastovd nddoba pro laboratorni zvife (840 cm?, vyska 25 cm), jejiz
dno je vystlano pilinami. Horni ¢4st nddoby (véetné krmitka a pit-
ka) je pripevnéna ke kovovému rdmu, ktery neni spojen se snimaci
plosinou. Pfi pohybu zvifete registruje snimaci plosina mechanické
vibrace, které ptevadi na elektricky signal. Tento signal je zesilen,
filerovan a digitalizovan. Ve vysledné podobé se on line nahrava
do PC. Piislusny software je schopen podle amplitudy, frekvence
a charakteru signdlu rozlisit rtizné typy motorické aktivity: chiize,
grooming, panidckovani, §plhani, piti, pfijem potravy a imobilitu.
V experimentech popsanych v této prici byla registrovdna celkova
urazend drdha a imobilita.

Periferni neuropatie

V této studii byl pouzit model parcidlniho poskozeni sedaciho
nervu (Seltzer et al., 1990). V pentobarbitalové anestezii (50 mg/kg
i.p.) byl potkantim vypreparovan levy sedaci nerv. Nylonovym
8-0 vldknem s 3/8 fezaci jehlou byla nésledné 1/3 az 1/2 nervu
pevné utazena do ligatury. Rdna byla nakonec po vrstvich sesita.
U sham-operovanych zvifat byl proveden zcela shodny zakrok, pouze
nebyla zalozena ligatura na nervu. Na zvifatech z kontrolni skupiny

nebyl proveden zidny chirurgicky zakrok.

Aplikace analgetika

Intaktnim potkantim byl podan baklofen (Sigma) v davkach 1,
S nebo 10 mg/kg s.c. Baklofen byl rozpustén v 10% roztoku arabské
gumy (Sigma) ve fyziologickém roztoku. Toto rozpoustédlo bylo
podano kontrolni skupiné. Viechny injekce byly podiny v objemu
4 ml/kg. Bezprostfedné po aplikaci byla zvifata v zatemnéné mist-
nosti umisténa do LABORASu a 2 hodiny byla monitorovina jejich
pohybova aktivita.

Statisticka analyza

Vyslednd data jsou uvddéna jako aritmetické priiméry + stan-
dardni chyba priméru. Statistickd signifikace byla vypoctena
t-testem (Statistica 6.0). Za signifikantni byly povazovany vysledky
sp <0,08.

Vysledky

1. Spontinni lokomoce béhem 24 hodin

V prvni fazi experimentu jsme ovéiovali, jak se méni mo-
toricka aktivita béhem 12hod. cyklu svétlo/tma. Protoze oba
dva dal$i experimenty (model bolesti, poddni analgetika)
pfedpokladaji snizeni pohybové aktivity, pokusili jsme se
nalézt fazi, pfi niz je spontdnni motorickd aktivita nejvyssi
a piipadny pokles bude nejlépe méfitelny. Obrazek 1 ukazuje rozlo-
Zeni aktivity béhem 24 hodin. Za tuto dobu urazila pokusna zvifata
v LABORASu drdhu 65,87 + 4,15 m. Béhem 12hod. tmavé faze byla
délka drahy 54,33 + 7,94 m (82 % drdhy za 24 hod.), béhem svétlé
faze 11,54 + 3,77 m (18 % drahy za 24 hod.). Nejdelsi vzdélenost byla
zaznamendna v 7. hodiné tmavé fize (12,71 + 1,13 m/hod.), naopak
nejkratsi vzdalenost (0,02 + 0,008 m/hod.) v 11. hodiné fize svétlé.
V tmavé fazi jsou tedy laboratorni potkani aktivnéjsi (p < 0,01),
a proto jsme vSechny dalsi experimenty s LABORASem provadéli
v zatemnélé mistnosti.

2. Zmény motorické aktivity u modelu periferni neuropatické
bolesti

U zvifat s modelem PSNI doslo po operaci k nesignifikantnimu
poklesu spontanni lokomoce ve srovnani s intaktnimi nebo ope-
rovanymi kontrolami (obrizek 2). Tento pokles se stal vzhledem
k intaktnim zvifatdm signifikantnim 14. den po operaci (p < 0,05)
a v dalSich tydnech se prohluboval (21. a 28. den p < 0,01). Vzhle-
dem k sham-operovanym zvifatiim se signifikantni pokles u PSNI
objevil 21. den po operaci (p < 0,05) a i zde se 28. den prohloubil
(p < 0,01).

3. Zmény motorické aktivity po podani analgetika

Baklofen snizuje motorickou aktivitu v zavislosti na davce (obré-
zek 3). Po subkutdnnim podani davky 1 mg/kg intaktnim zvifatim
se drdha urazend za 2 hod. (9,17 + 2,38 m) signifikantné nelisila
od kontrol (11,14 + 2,12 m), kterym bylo podano rozpoustédlo ve
stejném objemu. U dévky S mg/kg s.c. jiz signifikantni pokles zazna-
mendn byl (4,33 + 0,069 m/2 hod.; p < 0,05) a stejné tak i u davky
10 mg/kg s.c. (1,81 + 0,63 m/2 hod.; p < 0,05).

Diskuze

Nejbéznéjsi metodikou, kterd se pouzivd pfi méfeni stupné no-
cicepce u laboratornich zvifat, jsou behavioralni testy. Pro termicky
prah bolesti se nejcastéji pouziva plantar test (Hargreaves et al., 1988),
tail flick test (D' Amour a Smith, 1941) a hot plate test. Pro stanoveni
mechanické hyperalgezie/alodynie se vyuzivd test von Freyovymi
filamenty (Bell-Krotoski a Tomancik, 1987). VSechny tyto metodiky
jsou vSak zalozené na externi stimulaci a vyvolani obranného reflexu,
ktery nemusi byt doprovizen pocitem bolesti, takze spiSe popisuji
nocicepci nez spontdnni bolest (Vaculin et al., 2002). Navic jejich
vysledky zavisi na mnoha parametrech - vlhkost a teplota vzduchu,
presny postup experimentitora, plocha kontaktu postizené konceti-
ny s podlozkou (Vrinten a Hamers, 2003). Vysledky mohou byt navic
ovlivnény i opakovanym méfenim (Chaplan et al., 1994), jemuz se
zejména u testl s von Freyovymi filamenty nelze vyhnout.

Vyhodnocovani spontdnni bolesti u zvifat je zalozeno bud’ na
analyze 24hod. zdznamu chovani (etogram bolesti pfi viscerdlni
bolesti, napt. Giamberardino et al., 1995), nebo na mife automu-
tilace (Vaculin a Rokyta, 2005). Automutilace se popisuje zejména
u modelu deaferenta¢nich bolesti, kde jsou stimula¢ni metody
nepouzitelné. Monitorovani spontinni pohybové aktivity zvifete je
tedy jednou z moznosti, jak lze méfeni spontanni bolesti zpfesnit.
Nase prace ukazuje moznosti vyuziti metody LABORAS u modelu
periferni neuropatické bolesti (PSNI) a u méfeni Gcinkt analgetik
na motoriku (baklofen).

Vsechny experimenty jsme provadéli v tmavé fazi 24 hod. svétel-
ného cyklu. Prokazali jsme totiz, Ze v této fazi je spontanni pohybova
aktivita potkanti podstatné vyssi nez za svétla. ProtoZe nase expe-
rimenty pfedpokladaly pokles lokomoce, bylo vhodnéjsi se zaméfit
pravé na tmavou periodu.

Neuropatickd bolest vznikd poskozenim nebo dysfunkci nervové-
ho systému podilejiciho se na vedeni bolesti. Obecné je terapeuticky
obtiznéji zvladnutelnd nez bolest nocicepéni, a proto je jiz dlouhou
dobu intenzivné studovdna, a to i za pomoci animdlnich modelt.
V dnesni dobé patii mezi nej¢astéjsi animalni modely periferni neuro-
patie chronicka konstrikce sedaciho nervu (CCI; Bennett a Xie, 1988),
spared nerve injury (SNI); (Decosterd a Woolf, 2000) a parcidlni
poskozeni sedaciho nervu (Seltzer et al., 1990). Pro nasi studii jsme
vybrali PSNI proto, nebot neuropaticka bolest u néj pretrvava delsi
dobu nez u CCI a SNI. U SNI navic nedochizi ke zméndm v prahu
bolesti pro termickou stimulaci, ale pouze pro mechanickou (De-
costerd a Woolf, 2000), coz neni u nékterych experimentt vhodné.
U modelu PSNI jsme od 14. dne po operaci zaznamenali signifikantni
pokles spontanni lokomoce, ktery se postupem casu prohluboval.
Tento vysledek je v souladu s prahy bolesti pro termickou stimulaci
u zvifat po PSNI (Seltzer et al., 1990).

Baklofen (4-amino-3-[chlorofenyl] méselnd kyselina) je dosud jedi-
nym klinicky pouzivanym ligandem GABA-B receptoru, hlavniho in-
hibi¢niho metabotropniho receptoru v centralnim nervovém systému
savct (Bowery, 1993). V praxi se pouziva piilécbé spasticity kosterniho
svalstva. Mezi jeho neziddouci G¢inky patii vedle gastrointestinlnich
obtizi a bolesti hlavy i ospalost a svalova slabost. Jeho analgetické
ucinky jsou znamy jiz déle nez 30 let (Levy a Proudfit, 1977). Kvuli
nezadoucim G¢inktim je vSak jako analgetikum podavan az na vyjimky
pouze experimentalné (pro prehled Franék, 2000). V nasi prici jsme
zvolili baklofen jako pfiklad analgetika, u néhoz je mozné sledovat
ucinky na motoriku v systému LABORAS. V subanalgetické davce
1 mg/kg s.c. (Franek et al., 2004) jsme signifikantni pokles motorické
aktivity nezaznamenali, v analgetickych davkach vsak jiz pfitomen byl
a byl, stejné jako stupeti antinocicepce, na dévce zavisly.
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Obrdzek 1: RozloZeni spontdnni motorické aktivity intaktnich zvivat béhem 24 hodin. Jednotlivé sloupce odpovidaji drdze v metrech urazené za
1 hodinu. s — svétld fize, t — tmavd fize. Data uddvaji primér + s.e.m., n = 6.
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Obrdzek 2: Zmény spontdnni motorické aktivity u modelu PSNI. Hodnoty uddvaji procento ze vzddlenosti, kterou zvivata wrazila pred chirurgic-
kym zdkrokem. Aktivita byla monitorovdna po 28 dni po operaci. Data uddvaji priimér + s.e.m., n = 6-8. * p < 0,05 ve srovndni s intaktnimi, **
P <0,01 ve srovndni s intaktnimi, § p < 0,05 ve srovndni s PSNI, §§ p < 0,01 ve srovndni s PSNL
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Obrizek 3: Uéinek baklofenu na spontdnni motorickou aktivitu. Utlum lokomoce jako vedlejsi ticinek baklofenu je u intaktnich potkanii zdvisly
na ddvce. Data uddvaji pramér + s.e.m., n = 6-8. * p < 0,05 ve srovndni s kontrolami (rozpoustédlo).
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Zavér

Systém na automatickou registraci a vyhodnocovani pohybovych
vzorctt LABORAS se ukazal jako vhodna metodika pro studie zabyva-
jici se méfenim bolesti. V pfipadé animéalniho modelu periferni neu-
ropatie se prokazal profil spontinni motorické aktivity odpovidajici
dfive zndmym hodnotdm praht pro termickou stimulaci. V pfipadé
pouziti baklofenu potvrdil pfitomnost motorického ttlumu jako
vedlejsiho téinku. Po provedeni experimenttl, v nichZ se stanovi
prima korelace mezi motorickymi parametry a prahem bolesti, bude

tedy mozné vyuzivat LABORAS jako relativné objektivni metodiku
umoziujici studovat subjektivni modalitu bolest.
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