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CIEL PROJEKTU

Cielom projektu bude stanovenie plazmatickej a salivarnej koncentracie markerov
oblickovych funkeii kreatininu a urey a sledovanie ich dynamiky pri modeloch aktneho
(glycerolova nefropatia - GLY, bilaterdlna nefrektémia - BNX, ischemicko-reperfiizne
poskodenie - IR) a chronického zlyhania obli¢iek u potkanov (5/6 nefrektémia — 5/6 Nx).

Stanovenie koncentracii plazmatického kreatininu aurey su v stdasnosti najéastejdie
pouZivané markery na hodnotenie funkcie obli¢iek a diagnostiku ich poskodeni. Ich
plazmatickd koncentricia koreluje s funkciou obligiek. V poslednych rokoch stipol zaujem
o slinu ako biologicku tekutinu, ktord by mohla sluZit' ako menej invazivna a ekonomickejsia
nahrada odberu krvi. ZloZenie slin je ovplyvnené mnohymi faktormi ako st potrava, &innost’
Zuvacich svalov, vek, oralne a extraoralne chorobné procesy a mnohé d’alie. Pomerne vysoka
interindividudlna a intraindividualna variabilita zatial’ bréni $ir§iemu klinickému vyuZitiu slin
za tymto Gfelom. Vyskum na huménnej wurovni nardZa na vyrazné etické problémy.
Identifikdcia moZnych zdrojov variability pomocou animélnych postupov mdZe pomoct’.
Dosial’ neboli publikované Studie, ktoré by stanovovali salivarny kreatinin a ureu a sledovali
ich dynamiku v potkanich modeloch akiitneho a chronického zlyhania obligiek. Pri akiitnych
modeloch oblickového zlyhania (acute kidney injury — AKI) budeme u kontrolnych aj
experimentalnych zvierat sledovat’ zmeny plazmatickej a salivarnej koncentracie kreatininu
a urey v ¢asovych intervaloch 0, 3, 12, 24 a 48 hodin. Pri chronickom modeli obli¢kového
zlyhania (chronic kidney disease — CKD) sa zmeny ich plazmatickych a salivarnych
koncentracii budeme sledovat’ v &asovych intervaloch 0, 2, 4 a 6 mesiacov. Zamerom projektu
je zistenie vzajomnych koreldcii medzi plazmatickymi a salivarnymi koncentriciami &o by
mohlo pomdct’ k zisteniu relevantnosti pouZitia sliny ako diagnostickej tekutiny na

monitorovanie funkcii obliéiek.

PRINOS Z VYKONANEHO PROJEKTU




Existuje viacero zvieracich, ale aj klinickych §tidii zaoberajucich sa koncentraciou
markerov obli¢kovych funkcii kreatininom a ureou v plazme av slinich. Doposial' viak
nebola publikovand Ziadna Stadia, ktora by hodnotila koncentraciu tychto markerov
a sledovala ich €asovu dynamiku vo viacerych animalnych modeloch aktitneho a chronického
zlyhania obli¢iek. Originalita nasho projektu spodiva vtom, Ze zvieratim je chemicky
(glycerol — GLY) alebo chirurgicky (ischemicko-reperfiizne po$kodenie — IRI, bilateradlna
nefrektémia — BNX, 5/6 nefretomia — 5/6 Nx) indukované zlyhanie obli¢iek. Viaceré modely
pouZijeme z ddvodu, aby sme €o najviac napodobiiovali rdzne formy a pri€iny zlyhania
obli¢iek uludi. Zlyhanie obli¢iek ma stdle zvyS$ujici sa vyskyt, ¢o predstavuje zavazny
klinicky problém. Prinosom projektu je zistenie dynamiky zmien salivarneho kreatininu
aurey polas rozvoja obliCkového zlyhavania ako aj zistenie vzajomnych vztahov medzi
plazmatickymi a salivarnymi koncentraciami kreatininu a urey. Tieto zistenia pom6Zu odhalit’

diagnosticky potenciél sliny ako biologickej tekutiny na hodnotenie obliékovych funkcii.

DRUHY POUZIVANYCH ZVIERAT A ICH PREDBEZNE POCTY

Potkany, dospelé samce rodu Wistar, celkovy poéet zvierat 90

ZOZNAM A FREKVENCIA APLIKOVANYCH LATOK

Pri opakovanych odberoch sliny (AKI - zaédiatok postupu pred navodenim akutneho
poSkodenia obli¢iek, po 3, 12, 24 a 48 hodinach od akitneho poskodenia oblig¢iek, CKD -
zactiatok postupu pred navodenim chronického poskodenia obligiek, po 2, 4 a 6 mesiacoch od
chronického  poSkodenia obli¢iek) bude zvieratim podand celkovd anestézia
(intraperitoneélne, ketamin a xylazin, 100 mg/kg a 10 mg/kg, v pomere 3:1) anasledne
aplikovany pilokarpin (1 mg/kg). Po podiatoénom odbere slin a krvi pred samotnou indukciou
poskodenia obli¢iek, bude zvieratdm navodené toto pogkodenie bud’ chirurgicky, pri¢om
budi udrziavané v celkovej anestézii (ketamin a xylazin, 100 mg/kg a 10 mg/kg, v pomere
3:1) alebo chemicky, jednorazovou aplikaciou glycerolu (intramuskuldrne, riedeny 1:1

s fyziologickym roztokom, 8 ml/kg).

PREDPOKLADANY NEPRIAZNIVY VPLYV/UIMA NA POUZITE ZVIERATA
V RAMCI VYKONAVANEHO PROJEKTU

Pocas chirurgickych zdkrokov budi zvieratd udrziavané v celkovej anestézii. Po
zakroku méZu pocitovat’ kratkodobi strednu bolest’, ktord bude tiend podavanim analgetik.

Na v3etky experimentdlne tikony si budu zvieratd zvykat’ postupne pomocou handlingu. Na



zmiernenie utrpenia zvierat bude zvieratdm dédvané zvy$ené mno¥stvo podstielky, material na
stavbu hniezd ¢&i predmety stimulujice hru. Opakované odbery krvi z chvosta mdzu byt
spojen¢ s kratkodobou strednou bolestou a stresom v dosledku kratkodobej imobilizacie (1
minuta). PoCas opakovanych odberov sliny budd zvieraté udrZiavané v kratkodobej celkovej
anestézif. Projekt nepredpokladd nepriaznivy vplyv tychto postupov na zvieratd. Navyse,
u kontrolnych skupin neddjde k ujme na zdravotnom stave v ddsledku vzniku arozvoja
choroby. Zdravotny stav zvierat sindukovanym zlyhanim obligiek sa bude zhorSovat, &o
bude suvisiet’ s progresiou choroby. Zvieratd s ndhlym zhorSenim zdravotného stavu tj s
pritomnost'ou 5 prejavov zhorSeného zdravotného stavu stiéasne, budu eutanazované, aby sme
zabranili utrpeniu. ZhorSenie zdravotného stavu zvierata sa prejavi malétnostou, spavost’ou,
privreté oci, stratou hmotnosti > 20%, neschopnostou prijimat’ potravu a vodu, stratou
elasticity koZe, najeZenim srsti atd’. Zodpovednost’ za sledovanie zdravotného stavu bude mat’

oSetrovatel’ a osoby zodpovedné za realizaciu projektu.

UROVEN KRUTOSTI CELEHO PROJEKTU

stredna krutost’

PREDPOKLADANA MORTALITA ZVIERAT

V tomto type projektu sa predpokladé celkové mortalita maximalne 20% pri¢om pri ndhlom

zhorSeni zdravotného stavu budt zvieratd huménne usmrtené. Z tohto dévodu je planovany

VyS8i poCet zvierat v experimentalnych skupinach.

HUMAN ENDPOINT

Human endpoint nastane, v pripade stiéasnej pritomnosti viac ako 5 prejavov zhorSeného
zdravotného stavu tj. maléatnosti, dehydraticie, stratou elasticity koZe, najeZenim srsti,
zmenSenim orbitdlnych oblikov, neschopnost'ou natiahnut’ sa za vodou a potravou a stratou
hmotnosti 020%. Zvieratd, ktoré dosiahnu hodnotiace skore 5, budd pod dohPadom
veterindrneho lekdra humdnne usmrtené exsangvinaciou po podani celkovej anestézie

a postup bude ukonéeny.

Tabul’ka 1: Hodnotiace skére zdravotného stavu zvierat

Bodové skore Charakter zdravotného stavu Opatrenie
0 Fyziologicky zdravotny stav
1 Dobry zdravotny stav

zvaZenie doplnkovej zdravotnej starostlivosti
CastejSia kontrola zvierat'a

2

2 Mierne zhorSeny zdravotny stav




pritomnost’ 3 prejavov zhorSeného
3 Zhorseny zdravotny stav zdravotného stavu, astejsia kontrola zvierata,
podévanie analgetik, zvy$enie tepla

pritomnost’ 4 prejavov zhorSeného

4 Zly zdravotny stav . . .,
y y zdravotného stavu, konzulticie s veterinarom

pritomnost’ 5 a viac prejavov zhor§eného
5 Nepriaznivy zdravotny stav zdravotného stavu (human endpoint),
vyradenie zvierat'a z postupu

Sledované parametre v hodnotiacom procese:
Celkovy vzhl'ad zvierat'a:
e telesny stav (strata/narast hmotnosti)
e stav srsti a koZe (opuchy, kozné 1ézie, strata elasticity koZe, najeZen4 srst)
e pritomnost’ vytoku (o¢i, usi, urogenitdlny trakt)
e vzhlad oéi (privreté, zatvorené)
e drZanie tela a pohyb (ohnuty chrbat, naklaiianie, krivanie)
Telesné funkcie zvierata:
e prijem potravy a vody
e respirdcia (hyperventilacia, tazké dychanie)
e telesnd teplota (zvySend/zniZend)
e koncentracia kreatininu a urey
o defekacia a urinacia (oligotria, antria, polyria)
Sociélne interakcie:
e hypo/hyper reaktivita, anxiozne spréavanie, abnormélna chddza a pohyby, letargia
Iné:
e naftknuté brucho, tras

SULAD ZASAD 3R

Pri praci so zvieratami budi dodrzané vietky predpisané predpisy pre chov
a zaobchadzanie s laboratérnymi zvieratami podla zésad 3 R.

REPLACEMENT

PretoZe v planovanych postupoch sa budl stanovovat plazmatické a salivarne
koncentracie kreatininu a urey ako aj sledovat’ ich dynamika, je nevyhnutné, aby sa postup
vykonal ,.in vivo“ na celom zvierati. VyuZitie bunkovych kultur alebo pocitatovych simulécii
neprichddza pri tomto type postupu do tivahy ako alternativny spdsob vyskumného pristupu.
REDUCTION

Planovany postup je zostaveny tak, aby bolo pre dosiahnutie oakdvanych vysledkov
pouZitych ¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnoZstvo vystupnych informécii
z kaZdého pouzitého experimentilneho zvierata. Postupy budti vykondvat’ iba dostato&ne
vySkolené a zacviGené osoby, &im sa vyrazne zni¥i moZna chybovost” vysledkov a nutnost’
opakovania postupu. Polet pouZitych zvierat bol stanoveny tak, aby bola zachovana

reprodukovatelnost’ a validita postupov. Jedné sa o podet jedincov, ktory je akceptovatelny




pre publikovanie vysledkov za predpokladu idedlneho odberu aanalyz (ANOVA,
a Studentovho t-test) zameranych na sledovanie rozdielov plazmatickych a salivarnych
koncentracii kreatininu a urey medzi kontrolnymi zvieratami a zvieratami s indukovanym
zlyhanim obli¢iek. Zvieratd budi objedndvané v jednotnom &asovom intervale, aby sa
predilo sezénnym zmendm a potrebe postup opakovaf. V postupe sa pouiju geneticky

homogénne rovnaké skupiny zvierat.

REFINEMENT

Spésob manipuldcie so zvieratami a starostlivost o zvieratd podas postupu bude
vsulade s poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni vlady SR & 377/2012 Z.z. a Vyhlaske
Ministerstva pddohospodarstva a rozvoja vidieka SR &. 436/2012 Z.z.. Zvierata budd podas
postupu kontinudlne sledované a vysledky priebezne vyhodnocované. V pripade pritomnosti
3-4 prejavov zhorSeného zdravotného stavu budu zvieratdm podavané analgetikd. V pripade
su¢asnej pritomnosti 5 a viac prejavov zhor§eného zdravotného stavu t.j. strata hmotnosti >
20%, neschopnost’ prijimat’ potravu a vodu, dehydratécia, strata elasticity koZe, najeZenie
srsti, orbitdlne zZenie o&i, zhrbeny postoj, ddjde k humannemu usmrteniu zvierat
exsangvinaciou po navodeni celkovej anestézie podanim ketaminu a xylazinu (100 mg/kg a
10 mg/kg, v pomere 3:1). a postup bude ukonéeny. Dennym sledovanim zdravotného stavu
dochadza k jemnej manipulacii so zvieratami a kontaktu s tymi istymi $kolenymi osobami,
¢im sa maximdlne eliminuje stres zvierat. Polas chirurgickych zdkrokov budd zvierats
udrZiavané v celkovej anestézii. Po zédkroku bude kratkodobé strednd bolest’ tiena podévani
lokélnych analgetik (napr. mezokain). Pri opakovanych odberoch sliny budt zvierata
v celkovej anestézif (intraperitonelne, ketamin a xylazin, 100 mg/kg a 10 mg/kg, v pomere
3:1). Pri opakovanych odberoch krvi zchvosta bude pouzitd mierna sedacia zvierat na
zmiernenie stresu (izofluran). Krv bude odobrata pouzitim tenkych jednorazovych ihiel (30G)
¢im sa zmierni stres abolest’ zvierat. Na zabranenie tepelnych strat bude zvieratdm
poskytnutd vyhrevna podloZka. Zivotné prostredie zvierat bude obohatené materialnom na
stavbu hniezd, predmetmi podnecujucimi hru, potrava nasiaknutd vodou umiestneni na

podlahe pre ah$iu konzumdciu.

SUHRN JEDNOTLIVYCH UKONOV NA ZVIERATACH:

Po dovezeni zvierat (dospelé samce potkanov kmetia Wistar vo veku 8 tyZdiiov) do

pokusného zariadenia budu zvieratd neodkladne a bez zbytoéného meskania Setrne

umiestnené do Cistych klietok na to urdenych v karanténnej miestnosti na tento ulel



vyhradenej. Bezodkladne im bude podana strava a dostatok tekutin obvyklym spdsobom.
Zvierata ostanu v karanténnej miestnosti 14 dni, ¢o je optimalna doba na prejav chordb a
vylu€enie vé¢Siny chor6b prichddzajticich do tvahy. Po uplynuti karanténnej doby zvieraté vo
vyhovujucom stave budi zaradené do postupu. Zvieratd sa z karanténnej miestnosti 3etrne a
bez zbytoénych stresov premiestnia do chovnej miestnosti. Tato miestnost je riadne
oznacena na aky ucel sluZi a zabezpedend pred vstupom cudzich oséb.

Modely akitneho zlyhania obli¢iek budu rozdelené do dvoch skupin — chirurgicky
(BNX a IRT) a chemicky (glycerolova nefropatia) indukované modely (tab. 2).

Pri chirurgickych modeloch akitneho zlyhania obli¢iek (BNX, n=15; IRI, n=15)
pouzijeme spolo¢nu kontrolnd skupinu, ktord podstipi sham operéaciu (CTRL, n=10). Vsetky
zvieratd budu uspané intraperitonedlnou aplikéciou ketaminu a xylazinu (100 mg/kg a 10
mg/kg, v pomere 3:1). Vietky chirurgické zékroky budi vykondvané Skolenymi a skisenymi
osobami * o |
Woiraamm e [1-3]. Operacie budii prebichat’
na vyhrevnej podlozke. Pri BNX, oblig¢kové pedikly budi podviazané stehom a pomocou rezu
vykonaného distalne od stehov budt obli¢ky odstranené [4]. Pri IRL, ischémia obli¢iek bude
indukovand pomocou klipov (30 min) s naslednou reperfiiziou (48h) [3]. Pri sham operacii
budi oblicky len dekapsulované.

Pri chemicky indukovanom akttnom zlyhani obli¢iek, bude na indukciu (GLY,
n=10) pouZita intramuskulérna aplikicia glycerolu (riedeny 1:1 s fyziologickym roztokom, 8
ml/kg) [5]. Kontrolnej skupine bude intramuskularne podany fyziologicky roztok (CTRL,
n=5).

Pri odberoch krvi bude pouZita &iastoénd sedacia zvierat pomocou izoflurénu. Odbery
krvi na zaéiatku a po 3, 12 a 24 hodinach budd uskutoénené z chvostovej zily do mikrovetiek
(Microvette CB 300 K3 EDTA, SARSTEDT, Bratislava, Slovenska republika; maximalny
objem krvi pri kaZdom odbere bude 0,25 ml na 100 g zvierata). Terminalne odbery krvi
z aorty (po 48 hodindch) budu uskuto&nené pomocou kanyly (20G, Safety IV Catheter with
Injection port, Hessen, Germany) do mikrovetick (Microvette 300 Lithium-heparin,
microvette 500 EDTA; SARSTEDT, Bratislava, Slovenska republika) po predchadzajuce;
celkovej anestéze. Salivacia na zadiatku a podas postupu bude indukovand pomocou

pilokarpinu (Unimed Pharma, Bratislava, Slovensko, 1 mg/kg) [6].

Pri chronickom modeli obli€kového zlyhania, budd zvieratd rozdelené do dvoch

skupin kentrolnd skupina (CTRL, n=15) a skupina, ktorej bude indukované chronické



zlyhanie obli¢iek (5/6 Nx, n=20; tab 2.). Zvieratd budu uspané intraperitonealnou aplikaciou
ketaminu a xylazinu (100 mg/kg a 10 mg/kg, v pomere 3:1). V prvom kroku, pedikla pravej
obli¢ky bude podviazand stehom. Pomocou rezu distalne od stehu bude obli¢ka odstranena.
Po 2 tyZdiiovej rekonvalescencii budt odstranené 2/3 Tavej obli¢ky [7]. Krvécanie bude
zastavené pomocou vstrebatelného gelaspénu (Gelita Medical GmbH, Eberbach, Nemecko).
Odber krvi na zaéiatku postupu a po 2 a 4 mesiacoch budi tieZ uskutoénené z chvostovej zily
(maximalny objem krvi pri kaZzdom odbere bude 0,6 ml na 100 g zvierat'a). Terminalny odber
krvi po 6 mesiacoch bude uskutodneny pomocou kanyly (20G, Safety IV Catheter with
Injection port, Hessen, Germany) po predchédzajticej celkovej anestéze. Salivacia bude
indukovana pilokarpinom [6].

Zvieratd budi mat’ po€as celého postupu ad libitum pristup k vode a k Standardnej potrave.
Na prevenciu vyschnutia oéf bude zvieratdm aplikovany do oka Vidisic o&ny gél (Dr. Gerhard

Mann, chem.-pharm. Fabrik GmbH, Berlin, Nemecko).

Tabul’ka 2: Podet zvierat: celkove 90 zvierat

. . Pocet . .
Druh/plemeno/linia Model Pohlavie (za celé obdobie) Pocet na skupinu
. Bilateralna
2
Potkan Wistar nefiektomia (BNX) Samce 25 10sham/15BNX
Ischemicko 15
Potkan Wistar reperfiizne Samce Spoloéna sham 15 IRI
poSkodenie (IRI) skupina s BNX

. Glycerolova Skontrol/10
Potkan Wistar nefropatia (GLY) Samce 15 glycerolovych

. 5/6 nefrektomia n 15sham/20
Potkan Wistar (5/6 Nx) Samce 35 nefrektomia

POOPERACNA STAROSTLIVOST

Zvieratd buda pocas chirurgického zakroku a zobudzania sa udr¥iavané na vyhrevnej
podloZke, aby sa zabranilo stratdm tepla. Stratené tekutiny budii u zvierat v celkovej anestézii
doplnené intraperitonedlnou aplikéciou fyziologického roztoku. Po zakroku bude kratkodobé
bolest’ tlmend aplikéciou lokélnych analgetik (napr. mezokain). Zvieratim bude v klietkach
poskytnuté va&sie mnoZstvo podstielky na zlepSenie pohody, ich potrava bude nasiaknutd vodou
a nasledne umiestnend na podlahe klietky pre Pah$iu konzumaciu. U kontrolnych zvierat nedéjde
kujme na zdravotnom stave v dosledku vzniku a progresie choroby. U zvierat s akttnym
poskodenim obliiek sa d4 po 72 hodinach o&akavat’ zhorenie zdravotného stavu v dosledku
progresie choroby. Z tohto dévodu zvieratd huménne usmrtime u po 48 hodinéch, aby sa

zvieratd nedostali do krutého §tidia. U zvierat s chronickym poskodenim obligiek




sa inicidlnom $tddiu prejavuji kompenzaéné mechanizmy €o spdsobi, Ze sa rendlne parametre
nemenia a zviera nepocituje utrpenie. K zhorSeniu zdravotného stavu s prejavmi vyrazného
poSkodenia obli¢iek dochadza az po 12 mesiacoch. Zvieratd huménne usmrtime uZ po 6
mesiacoch, aby sa nedostali do krutého $tadia. K hlavnym priznakom, ktoré sa mézu u zvierat
s poskodenim obli¢iek prejavit' patri porucha mogenia (oligotiria a? antria), zmena sfarbenia
stolice, strata hmotnosti, maldtnost, zjeZena srst. Zvieratd budi podas postupu kontinulne
sledované a vysledky priebezne vyhodnocované. V pripade pritomnosti 3-4 prejavov
zhorSeného zdravotného stavu budi zvieratdm poddvané analgetika. V pripade sucasnej
pritomnosti 5 a viac nasledujiicich prejavov zhorseného zdravotného stavu t.]. strata hmotnosti
> 20%, neschopnost’ prijimat’ potravu a vodu, dehydratacia, strata elasticity koze, najeZenie
srsti, orbitalne zlZenie o&i, zhrbeny postoj, dbjde k huménnemu usmrteniu zvierat
exsangvinaciou po navodeni celkovej anestézie podanim ketaminu a xylazinu (100 mg/kg a
10 mg/kg, v pomere 3:1). a postup bude ukondeny.

Rozhodli sme sa, Ze experimentdlne zvieratd budeme znadit na chvoste
prostrednictvom permanentnej fixky, lebo to povaZujeme za menej stresujici  spOsob
oznatovania. Odber mofu budeme realizovat' prostrednictvom metabolickych klietok
srozlohou 200 cm? (Tecniplast, Buguggiate, Italy), kam individudlne vloZime zvierata
maximalne na 3 hodiny.

Hoci nezabezpe¢ime sterilné prostredie, individudlne ventilované klietky zamedzia
skriZzenej kontaminacii jednotlivych skupin potkanov, &o postaduje pre experimentalne ciele a

je ur€ite lep$im modelom pacientov ako postupy na tiplne sterilnych zvieratach.



Tabul’ka 3: Predpokladana iiroveii krutosti po¢as postupov:

Druh/plemeno/linia Skupina Pohlavie Ukon Pocet zvierat Krutost’
1.Handling
2.Vézenie
3.0Pak0vany f)dber 1.Slabi
mocu (met. klietky) .
4.0Opakovany odber 2.Slaba
: 3.Stredna
krvi 4.Stredna
S.Anestéza (i.p.) 15+10 kontrol | _° X
. 6.0pakoavny odber | spoloénych >.Slaba .
Potkany Wistar BNX/sham Samce . 6. Stredn4
slin pre BNX a .
7.BNX resp. sham IRI 7. Stredn’a
operdicia 8.Stred’na
8.Pooperacgny stav . Slabd .
9.Podavanie 10. Stabd
analgetik (lokalne)
10.Exsangvinacia
1.Handling
2.Vazenie
3.0pakovany odber
mocu (met. klietky) 1.Slaba
4.0Opakovany odber 2.Slaba
krvi 3.Stredna
S.Anestéza (i.p.) 4.Stredna
Potkany Wistar GLY/kontrola Samce 6',0 pakovany odber 10-+5 kontrol >.Slaba .
slin 6. Stredna
7.Intramuskularne 7. Slaba
podanie glycerolu 8. Slaba
resp. fyziologického 9. Slaba
roztoku
8.Podavnanie
analgetik (lokalne)
9.Exsangvindcia
1.Handling
2.VéaZenie .
3.0Opakovany odber l.Slasz
N . 2.Slaba
mocu (met. klietky) .
4.0pakovany odber 3.Stredn2}
Krvi 4.Stredna
e 15+10 kontrol | 5.Slaba
. h g.Anels teza ({'pgb | spolo&nych 6. Stredna
Potkany Wistar IRI/sham Samce S].i(gpa kovany odber pre BNX a 7. Stredns
7.IRI resp. sham IRI 8.Stred’n a
operacia 9 Slaba’
8.Pooperaény stav 10. Slaba
9.Podévanie
analgetik (lokdlne)
10.Exsangvinicia
1.Handling 1.Slaba
2.Véazenie 2.Slaba
3.0pakovanyodber 3.Stredna
mocu (met. klietky) 4.Stredna
Potkany Wistar 5/6 Nx/sham Samce 4.0p akovany odber 20+15 kontrol >-Slabd .
krvi 6. Stredna
S5.Anestéza (i.p.) 7. Stredna
6.0Opakovany odber 8. Stredn4
slin 9. Slaba

7. 5/6 nefrektédmia

10.Slaba




resp. sham opericia 11. Slaba
8.Pooperaény stav
9.Podavanie
analgetik (lokalne)
10.Prezivanie po 2-
4 mesiacoch
11.Exsangvindacia

Tabulka 4: Predpokladan4 wroveit krutosti jednotlivych skupin zvierat:

Skupina Krutost® Pocet' na
skupinu
Bilateralna nefrektomia .
(BNX) stredna 15 BNX
Ischemicko reperfiizne .
poskodenie (IRT) strednd 15 IRI
Spolo¢na sham skupina .
pre IRl a BNX slaba 10 sham
Glycerolova nefropatia .
(GLY) stredna 10 GLY
Kontrolna skupina pre .
GLY slaba 5 CTRL
5/6 nefrektomia (5/6 strednd 20 5/6 Nx
Nx)
Sham skupina pre 5/6 slabé 15 sham
Nx
SPATNE POSUDENIE

Vzhl'adom na to, Ze ide o projekt so slabou aZ strednou krutostou, nebude podliehat’ spitnému
posudeniu.

Projekt bude podlichat’ spétnému op#tovného schvalovaniu: 4ae  nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Blokada ucinkov aldosterénu v lie¢be spravania podobného depresii

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: oZ DZ g. 7{ Y224 3

KPiacové slova v projekte:
aldosteron, 11B-hydroxysteroid dehydrogenaza typu 2, Glycyrrhiza glabra, stres, depresia

Utel projektu:
zékladny biomedicinsky vyskum

Ciel’ projektu:

Napriek vyraznému pokroku vo vyvoji relativne efektivnych antidepresiv, je potrebné hladat
nové, uéinnejlie lie€iva, ktoré budi dosahovat' v liecbe depresie lepsie vysledky. Nové
stratégia vyvoja lieCiv s antidepresivnym posobenim by mohla smerovat’ k modulécii t&inkov
hormoénu aldosterénu a jeho receptorov. Uginok aldosterénu je sprostredkovany vd'aka
klaovému enzymu 11B-hydroxysteroid dehydrogenazy typu 2 (11B-HSD2), ktory inaktivuje
glukokortikoidy na neaktivne metabolity, vd’aka ¢omu sa aldoster6n moZe naviazat na
mineralokortikoidné receptory a mediovat svoje ucinky. Ukazuje sa, Ze aldosterébn ma
anxiogénne a depresogénne ucinky a mohol byt zodpovedny za vyvolanie depresivneho
spravania u potkanov. Predpokladame, Ze blokada jeho &inkov by mohla zabranit’ prejavom
depresivneho sprdvania v animalnom modeli depresie. V predkladanom projekte budeme
u potkanov simulovat’ navodenie spravania podobného depresii, prostrednictvom modelu
chronického mierneho stresu. Hlavnym ciefom projektu je potvrdit hypotézu, blokada
ucinkov aldosterénu prostrednictvom inhibicie enzymu 11B-HSD2, navodenej podavanim
extraktu z Glycyrrhiza glabra zvréti priznaky depresivneho spravania, teda vyvola
antidepresivne u€inky. Nosnymi postupmi v predkladanom projekte budi nasledovné metody:
(1) chronicky mierny stres ako animélny model depresie, (2) chronickd blokada ucinkov
aldosteronu, (3) chronické podavanie antidepresiva fluoxetinu a (4) behavioralne testy na
hodnotenie depresivneho spravania a kognitivneho vykonu.

Prinos z vykonaného projektu:

Jedna sa o zakladny vyskum, ktory méze byt ndsledne vyuzity v klinickej praxi.
Predchadzajice $tudie preukazali depresogénne a anxiogénne uéinky horménu aldosterénu.
Ocakavame odhalenie antidepresivneho pdsobenia blokady aldosterénu, prostrednictvom
inhibicie enzymu 118-HSD2. Farmakologické ovplyvnenie enzymu [1B-HSD2 by mohlo
predstavovat’ novy ter¢ vyvoja lietiv s antidepresivnym G&inkom. Rozirenie poznatkov o
efektoch moduldtorov ucinku aldosteronu prispeje k novym moZnostiam farmakoterapie
depresivnej poruchy.



Pocet a druh pouZitych zvierat:

V projekte bude pouzitych 72 samcov potkanov kmefia Sprague-Dawley (Velaz, Praha, Ceské
republika) vo veku 9 tyzdiiov na zadiatku experimentalnych postupov. Zvierata budi
rozdelené do Siestich skupin po 12 jedincov v zavislosti od podavanej latky (placebo, extrakt
z G.glabra a fluoxetin) a vystavenia stresovym podnetom (chronicky mierny stres, kontrola).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania
projektu:

Zvierata az do zacatia experimentalneho postupu nebudii vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom. V projekte budeme simulovat’ navodenie depresivneho spravania, prostrednictvom
vystavenia potkanov chronickému mierneho stresu v dizke trvania 5 tyZdriov. Model
chronického mierneho stresu predstavuje stibor nepredvidatelnych podnetov mierneho
charakteru, ktoré moZno oznatit’ ako stredne kruté, nakolko mézu vyvolat priznaky
depresivneho spravania. V experimente budeme sledovat’ vplyv extraktu z korefia rastliny
Glycyrrhiza glabra a antidepresiva fluoxetinu, podévanych neinvazivne v peletovane;j strave
vyrobenej na zékazku po dobu 2 tyzdiiov. Na zaklade predchadzajucich experimentov
neoCakavame v suvislosti s poddvanym typom lieiv v potrave Ziadny nepriaznivy vplyv/ujmu
na zvieratach. Predpokladime, Ze u zvierat vystavenych stresu a lieGenych extraktom
G.Glabra a fluoxetinom bude kumulativny dopad chronického mierneho stresu mengi

a lieciva zabréania priznakom depresivneho spravania. Kontrolné zvierats budi v priebehu
experimentu vystavené len vaZeniu a behavioralnemu testovaniu. Test otvoreného pol’a, test
vyvyseného plusového bludiska a test rozpoznavania nového objektu méze u zvierat vyvolat’
kratkodobi uzkost’ a stres. V pripade testu sacharézovej preferencie, ktora obnasa deprivaciu
vody ogakavame vyvolanie nepriaznivého stavu v podobe smédu, ktorého navodenie je viak
nevyhnutné pre nasledny test preferencie sacharézy. V pripade testu preferencie soli
neocakavame Ziadnu ujmu. Test niiteného plavania predstavuje pre potkany intenzivny
stresovy podnet, ktory mozno oznagit’ ako kruty.

Predpokladana iirovei krutosti:

Podfa prilohy €.4 k nariadeniu vlady Slovenskej republiky &.377/2012 Z.z. klasifikujeme
krutost’ nasledovne:

cebo glabra/fluoxetin | G.glaby
VéZenie : slaba
Deprivicia vody v trvani 8 h - stredna - stredna
Naklonenie klietky - slaba - slabg
Bez podstielky - slaba - slabd
Osvetlenie pogas tmavej fazy - stredna - stredna
dria
PreruSované osvetlenie - slaba - slaba




Vlhka klietka - slaba - - slaba
Socialna izolacia v trvani 8 - stredna - stredna
alebo 16 h

Vymena partnera - strednd - strednd
Biely $um - slaba - slabd
Poddvanie lie€iv v potrave - - slaba slabd
Test preferencie soli slaba slabd slabd slabd
Test sacharozovej preferencie stredna stredna strednd stredné
Deprivécia vody v trvani 20 h stredna stredna strednd stredna
Test rozpoznavania nového slaba slaba slaba slaba
objektu

Test otvoreného pola slaba slaba slaba slabé
Test vyvyseného plusového slaba slab4 slaba slabd
bludiska ‘

Test nateného pldvania strednd strednd stredna stredna
celkova klasifikicia = | strednd | = stredna | stredna | stredna

Vzhl'adom na povahu vysSie uvedenych planovanych postupov navrhujeme spiitné
posidenie projektu.

Uplatiiovanie zasad “3R”:

Nahradenie zvierat:

Hlodavee v tomto $tadiu experimentov nie je mozné nahradit bunkovymi kultirami, ani
nizsim druhom Zivo¢ichov. V biomedicinskom vyskume, rovnako teda aj vyskume
depresivnej poruchy, je zatial' pouzitie laboratorneho potkana nevyhnutné a nenahraditelné.
V projekte bude simulované navodenie depresivneho sprévania ajeho zvratenie pomocou
farmakologického ovplyvnenia. V tomto kontexte budi sledované komplexné behavioralne
zmeny, preto je nevyhnutné pracovat’ s potkanom laboratornym.

Redukeia poctu zvierat:

V postupoch je zabezpeceny optimalny podet experimentéalnych zvierat na zaklade analyzy
Statistickej sily. Maximalna vyuzitelnost a vytazenost bude zabezpetend tym, Ze
optimalizujeme polet merani a maximalizujeme poget odobranych vzoriek na sledovanie
behavioralnych, fyziologickych, a biochemickych parametrov. Znizovanie podtov by
ovplyvnilo validitu dosiahnutych vysledkov.

Zjemnenie:

Zvieratd budil drZané v skupindch umoZziujicich prirodzené socidlne spravanie so stalym
prisunom potravy apitnej vody (s vynimkou obdobia vykonivania postupov modelu
chronického mierneho stresu a testu sachardzovej preferencie). Na projekte sa budi podielat’
len skuseni pracovnici vy$koleni na pracu s laboratérnymi zvieratami. U zvierat vykazujicich
akékol'vek zhorSenie stavu v désledku stresu pristiipime k humannemu ukonéeniu postupu.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: @ nie
do 3 mesiacov od ukonéenia projektu (do 10. juna 2019



Netechnické zhrnutie projektu ,ZDZ 4 g/ 1§22 A / 3

Nézov projektu: Vplyv elektromagnetickej radidcie poc¢as prenatilneho vyvoja potkanov

na niektoré tkaniva a organy z morfologického aspektu

KPiadové slova v projekte: elektromagnetickd radiacia, $truktira a ultraStruktira, mozog,
semenniky, oblicky, pedeit

Ukel projektu”: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Vedecké ciele projektu st zamerané na sledovanie mozného negativneho vplyvu
elektromagnetickej radidcie (EMR) s frekvenciou 2,45 GHz na prenatélny vyvin potkanov. Na
urovni svetelnej atransmisne] elektronove] mikroskopie, ako aj histochemickych
a imunohistochemickych metod preStudujeme morfologicky obraz niektorych vybratych
tkaniv a orgdnov. Je zndme, Ze mobilné telefony spolu s anténami svojich zdkladnych stanic
a bezdrdtovych pripojeni k internetu produkuji EMR a maji vyznamné miesto v socidlnom
Zivote. Ich u¢inku s neustale vystavené aj gravidné Zeny a malé deti a preto je doleZité zistit’
moZné Skodlivé udinky EMR u tychto rizikovych skupin, najmd po dlhodobej expozicii
Ziareniu. Mnohé zmeny, ktoré vznikaju vplyvom tohto neionizujiceho Ziarenia na biologické
systémy predstavuji moznost’ vazneho zdravotného rizika a mozno ich pozorovat’ najmi na

subcelularnej Grovni.
Prinos z vykonaného projektu

Vplyv EMR na tkaniva a organy v obdobi prenatdlneho — intrauterinného vyvoja zatial’ neboli
dostatoéne prestudované. Nase Studie budli zamerané na sledovanie vplyvu EMR na trovni
morfologickych zmien vo vybranych tkanivach a organoch, najmi v mozgu, semennikoch,
teda v organoch v ktorych prebiehaji pocetné mitdzy aj po narodeni. Hlavnym prinosom bude

zistenie, ¢i prenatalne posobenie EMR mo6Ze negativne ovplyvnit’ vyvoj sledovanych orgénov.

Tym, Ze niektoré zvieratd nechame prezivat’ az do obdobia ich pohlavnej dospelosti, zistime
aky bude vplyv elektromagnetickej radidcie na reprodukény systém a fertilitu. Sledovanie
procesov neurogenézy v mozgu dospelych zvierat ndm poskytne informdicie o moZnom

dlhodobom negativhom vplyve EMR na neurogenézu.



Ocakavame, Ze nase vysledky o vzniknutych moZnych morfologickych zmenach u potkanov,
ktorych matky boli dlhodobo vystavené tginkom EMR o frekvencii, ktort vyuZivajii operatori
mobilnych sieti, by mohli pomdet pri rieseni zékladnej otdzky ohPadne moZného rizika
pouZivania mobilnych telefonov, Wi-Fi, ako aj sroz§irovanim u aj tak hustej siete
transmisnych stanic vSetkych $tyroch mobilnych operatorov na Slovensku. Stdasné poznatky
a naSe buduce experimenty méZu pomdct vieobecnej publicite a uvedomit si Skodlivost
neprimeraného pouzivania mobilnych telefénov a bezdrbtovych pripojeni k internetu najma

v obdobi gravidity.

V predchéadzajiicom projekte sme sledovali vplyv EMR na juvenilné potkany. Vplyv EMR na
tkanivd aorgany vobdobi prenatilneho intrauterinného vyvinu (€o je predmetom
predloZeného projektu) zatial’ neboli dostatoéne prestudované. Hlavnym prinosom projektu
bude zistenie, &i prenatdlne posobenie EMR méze ovplyvnit' vyvoj sledovanych organov.
Oproti predchadzajiicemu projektu tu budeme zistovat, & u zvierat ktoré budi prezivat’ do

obdobia pohlavnej dospelosti EMR ovplyvni ich reprodukény systém a fertilitu.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty:

V experimente bude pouzitych 12 gravidnych samidiek potkana kmefla Wistar albino.
Predbezny celkovy poéet potkanov oboch pohlavi (priemerny podet v hniezde 6-8 potkanov)
vratane oZarovanych matiek je 102 96 ks.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati v rimci vykonavania
projektu:

V projekte nebudeme vykonavat' Ziadne operaéné zékroky ani iné manipuldcie, ktoré by
mohli spdsobit’ zvieratdm akukolvek bolest. VéZenie, oZarovanie, ako aj prezivanie mlad’at
predstavuje slaby stupefi krutosti.

V stahrnom ¢lanku, ktord poskytuje najnovsiu databézu o biologickom efekte neinozujticeho
Ziarenia (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29874195) sa nenachadza informéacia, Ze by
Ziarenie spOsobilo zvieratdm bolest’.

Predpokladana troveni krutosti:

Postupy, ktoré budeme na zvieratich vykonavat’ buda bez-meZnostzetavenia »Slabé“ podl'a
Klasifikacie krutosti postupov - prilohy ¢&. 4 k nariadeniu vlady &. 377/2012 Z. z.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:



Po zadani kIiGovych slov tohto projektu nebola v databaze European Centre for Validation of
Alternative Methods (http://altweb.ihth.edu/news/cum‘ent/ecvamdb—alm.html) ndjdena ziadna
alternativna metoda.

Na je akreditovany zverinec iba na potkany, okrem toho vietky nage
predchidzajiice pozorovania boli vykonané na tomto zvieracom modeli. Morfologickeé
pozorovania na trovni svetelnej, elektrénovej mikroskopie a pouzitych histochemickych
a imunohistochemickych metodik sa nedaji poéitaovo simulovat’,

2. Redukcia poétu zvierat:

V experimentalnych skupinach pouZijeme minimalny podet zvierat (6-8). Tento podet je
nevyhnutny, aby bolo mozné Statisticky vyhodnotit’ vysledky.

3. Zjemnenie:

So zvieratami budd ohPaduplne manipulovat’ skiiseni vedecki pracovnici a doktorandi
(veterindrni lekari). Zvieratd pocas oZarovania sa budd nachadzat’ vo vlastnych chovnych
klietkach. Nie je potrebné ulahovanie ich pouZivania pri postupe podas oZarovania.
V Klietkach sa len prenesit do vedlajSej miestnosti a po ukon&eni oZarovania spét’ do zverinca.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: éne nie



