PRILOHA €. 2: NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
podla § 40 nariadenia viddy SR ¢ 377/2012 Z.z.

NAZOV PROJEKTU:

PRENATALNE PROGRAMOVANIE CHOROB V DOSPELOSTI: MOZNOSTI TERAPIE A PREVENCIE
NASLEDKOV NESKOREJ GESTACNEJ HYPOXIE U POTOMSTVA POTKANOV

KLUCOVE SLOVA:

hypoxia, vyvin, spravanie, kardiovaskularny systém, potomstvo

UCEL PROJEKTU PODLA § 3 A JEHO ZDOVODNENIE:

Hypoxia predstavuje zdvaznu hrozbu pre vyvijajuci sa plod, ktord sa Casto spaja so situaciami, ako je
napriklad intrauterinna rastova restrikcia (IJUGR), preeklampsia, fajéenie, vysokd nadmorska vyska a
obezita. Zostdva medzi najvacsimi rizikovymi faktormi pre novorodenca dokonca aj vo vyspelych
krajinach. Vyvijajuci sa plod moze byt vystaveny zvysenému riziku hypoxie pocas prenatalneho obdobia,
hlavne vo faze morfologicke]j diferencidcie mozgovych a neuronalnych obvodov, ale aj pocas p6rodu a
prechodu na autonémne dychanie. PretoZe plod je prisp6sobeny prostrediu v maternici, ktoré ma
fyziologicky nizky obsah kyslika, nereaguje na hypoxicky inzult adekvatnou reakciou, ale presne opacnym
spdsobom. Finan¢na zataz spojena s lie¢bou kardiovaskularnych a neurovyvinovych ochoreni je pre
zdravotnictvo enormna, ¢o nas vedie k hladaniu novych poznatkov o potencidalnych mechanizmoch
veducich k prenatdlnemu programovaniu zdravia, ale aj moiZnym terapeutickym intervenciam.
PrileZitosti pre terapeutickd intervenciu siahaji od vnutromaternicového prostredia (teda od terapie
matky) do postnatalneho Zivota, s liecbou potomstva v ktoromkolvek okamihu ich Zivota. Mozna
intervencia v ranom S$tadiu Zivota by tak mohla byt uzito¢nd pri zmene trajektérie prenatalneho
programovania zdravia. VyuZitie antioxidantov su jednym z najdoleZitejSich terapeutickych pristupov
sucasnosti na zabezpecenie neuroprotekcie pri mozgovej ischémii. Velky pocet dO6kazov podporuje
zasadnu ulohu mitochondridlneho oxidacného stresu pri ischemickych poraneniach mozgu a aj napriek
neuspokojivym vysledkom nespecifickych antioxidantov v klinickych stiudidch existuje sfubna vyhliadka v
prospech priaznivych Glinkov pouZitia MTA pri ischemickych poraneniach mozgu. Studie so
suplementaciou niektorych antioxidantov naznacuju, Ze ich poufZitie je v tehotenstve bezpecné, pricom
mozu zabranit malformaciam embryi vyvolanym oxidacnym stresom.

PODROBNY POPIS CIELA PROJEKTU VRATANE OCAKAVANEHO VYSLEDKU:

Pouzitim vhodného animalneho modelu budeme zistovat skoré pri¢iny a mechanizmy, ktoré sa mozu
stat podkladom pre zvySenu citlivost organizmu na vznik a rozvoj Uzkosti, depresie a inych
psychiatrickych choréb v dospelosti ako aj kardiovaskularnych a metabolickych zmien u potomstva. V
predchadzajucom projekte sme zistili, Ze vhodny model na stddium prenatdlneho programovania
kardiovaskuldarnych a neurobehavioralnych poruch je Uzke okno v neskorej faze vyvinu. Konkrétne u
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potkana to je 20. gestacny den. Vtomto projekte sa ziskaju nové poznatky o mechanizmoch vzniku
Uzkosti a depresie na zavedenom animalnom modeli neskorej gestacnej hypoxie, dalej sa ziskaju nové
poznatky o mechanizmoch vzniku kardiovaskularnych a metabolickych poruch u dospelych zvierat a
ziskaju sa taktiez informacie o moznom terapeutickom zasahu mitochondridlnymi antioxidantami.

Vysledky jednotlivych experimentalnych studii prispeju k lepSiemu poznaniu pri¢in a mechanizmov,
ktoré su podkladom pre zvysSené riziko vzniku psychiatrickych, kardiovaskularnych a metabolickych
poruch v dospelosti a ich moznej skorej detekcie na zaklade hodnotenia molekularno-biologickych,
biochemickych a behavioralnych ukazovatelov.

Metodické aspekty:

Ide o zakladny biomedicinsky vyskum v zmysle § 4 bod b, ktory vykondvaju vyhradne Skoleni a skuseni
pracovnici s dodrziavanim vsetkych platnych predpisov pre pracu s laboratérnymi zvieratami v plnom
zneni § 5 a § 6 a vSetkych ich bodov.

POCTY SKUPIN A ZVIERAT

Potkany kmena Wistar

60 ks samic, vek 3-4 mes, hmotnost 180-200 g

20 ks samcov, vek 3-4 mes, hmotnost 200-220 g

Mladata 700 ks (pri predpoklade, Ze v pokuse sa pripari 50 samic a priemerny po¢et mbze dosahovat 14
mladat na matku). Po odstave bude pokracovat v postupe 100 samcov a 100 samic. Zvysné mladata sa
utratia cervikalnou dislokaciou.

PREDPOKLADANY NEPRIAZNIVY VPLYV/UJMA NA POUZITE ZVIERATA V RAMCI
VYKONAVANEHO POSTUPU

Pocas postupu sa bude so zvieratami zaobchadzat Setrne v sulade so zasadami 3R s minimalnou ujmou
pocas vystavenia aplikdcie ERG alebo hypoxickej komorke. Celkovy zdravotny stav potkanov bude
sledovany podla kritérii human end points, aby sa zabranilo bolesti a utrpeniu zvierat. Pri pobyte zvierat
v hypoxickej komorke, m6zu zvieratd pocitovat mierny stres, ktory ale nepresiahne strednu drovern
krutosti. V predchadzajucich projektoch zvladali hypoxiu zvieratd bez vacsich naznakov diskomfortu
a zvieratd vykazovali prirodzené prvky spravania takmer ihned po hypoxii. Pri behavioralnych testoch sa
bude postupovat podla zauzivanych protokolov. FST méze mat miernu Gjmu, nakolko potkany nebudu
mat moznost uniknut z valca napusteného vodou, avsak tento test bude jednorazovy a budeme sa snazit
obnovit komfort zvierat hned' po teste.
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Predpokladana uroven krutosti: stredna

e VaZenie zvierat, potkany dobre znasaju vazenie — slaba krutost

e Priparovanie — slaba krutost

e Aplikacia ERG — zvieratam sa bude podavat peroralne na piskote - slabd krutost

e \lystavenie 12 h hypoxii na 20. D.G., potkany relativne dobre znasaju pobyt v hypoxickej
komorke. Historicky sme nepozorovali navodenie stavu po hypoxii, ktoré by viedlo k trvalému
poskodeniu alebo smrti zvierata - stredna krutost

e prezivanie mladat — slaba krutost

Behavioralne testy:

¢ Sledovanie neuromotorického a reflexného vyvinu potomstva — slaba krutost

e Test motorickej aktivity a exploracie v otvorenom poli — slaba krutost

e Vyvysené bludisko v tvare plus — slaba krutost

e Exploracia vtmavom/svetlom prostredi — slabd krutost

¢ Ucenie aktivnym vyhybanim — stredna krutost

e Rozpoznavanie nového objektu — slaba krutost

e Porsoltov test niteného plavania — stredna krutost

e Test preferencie sachardzy — slaba krutost

e Odobratie vody a stravy pred testom preferencie sachardzy — slaba krutost

e Bludisko v tvare Y — slaba krutost

* Hodnotenie emocionalnej reaktivity za vyuZitia RGS — slabd krutost
Hodnotenia kardiovaskularnych parametrov

e Operacny zakrok zavadzania telemetrickych snimacov — stredna krutost

SULAD S POZIADAVKOU NAHRADENIA, OBMEDZENIA A ZJEMNENIA (3R)

Nahradenie (Replacement)

V sucasnej dobe neexistuje validovana vedecky akceptovatelnd alternativna metéda na stadium vplyvu
gestacnej hypoxie na vyvin potomstva, ktora by nahradila klasicky in vivo pristup na zvieratach.
Pocitacové simulacie nie su v tomto pripade vhodnym alternativnym spésobom, podobne ako in vitro
pokusy, kedZe na bunkovych kultirach nie je mozné relevantne posudit zlozity proces ovplyvnenia
vyvinu jedinca v jeho kritickych fazach. Rovnako nie je moziné zhodnotit komplexné deje akymi su
poruchy cinnosti srdca, ciev a mozgu v désledku gestacnej hypoxie. Ztohto dévodu nie je moziné
dosiahnut vysledky bez pouZitia zvierat a testovania na celistvom organizme.

Obmedzenie (Reduction)

evvs

vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Preto je potrebné v experimente pouzit v jednotlivych
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skupinach 10 ks zvierat. Pocas planovaného obdobia sa za 4 roky predpokladd poutzitie 60 samic, 20
samcov, 700 mladat (ak porodi 50 samic a budd mat priemerne 14 mladat) potkanov.

Zjemnenie (Refinement)

Starostlivosti o zvieratd ako i manipulacii s nimi sa bude venovat velkd pozornost. Zvieratd budu
oSetrované skudsenymi pracovnikmi a budd pod neustalym dohladom pracovnikov zodpovednych za
projekt. Pri vSetkych postupoch sa bude manipulovat so zvieratami ohladuplne, pri behavioralnych
testoch sa budeme snazit obnovit komfort zvierat hned ako bude mozné. V pripade vodnych testov
(Porsoltov test) po ukonceni testu budd zvierata jemne osusSené bavinenou handrou a dané pod
infraervend lampu a nakoniec vlozené do domovskej klietky. Diskomfort zvierat budeme znizovat tym,
Ze ich rozdelime do 2 testovacich skupin, tak aby sme zniZili riziko nepohodlia pri opakovanych
testovaniach. V pripade zhorSenia zdravotného stavu sa potkany v postupe humanne usmrtia predcéasne
ak by vykazovali priznaky ochorenia uvedené v human endpoints, aby sa zabranilo ich utrpeniu a bolesti.
Zvieratd budu drzané v skupinach umozZiujucich prirodzené socidlne spravanie so stalym prisunom
potravy a pitnej vody, klietky budu obohatené o plastové tunely umoziujlce preliezanie a hru. Pocas
celého postupu sa so zvieratami manipuluje jemne, aby nepocitovali strach alebo bolest. V pripade
nahleho zhorsenia zdravotného stavu by sa potkanom podalo napr. registrované analgetikum Novasul
(500mg/ml; max. 0,1 ml/ 450g potkan).

NevyZaduje sa spatné posudenie projektu.
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