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Nazov projektu: Identifikacia a charakterizacia proteinov, signalnych drah a biochemickych
markerov aktivovanych v procese navodenia ischemickej tolerancie
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Ulel projektu”: Zékladny vyskum

Translac¢ny alebo aplikovany vyskum

Regulacné metody s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z.z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare I'udi alebo
zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho
pouZivania v postupoch

Ciele projektu:

Ciel'om vyskumu v projekte je detailné Studium proteinového profilu vybranych mozgovych
Struktar u potkana laboratérneho po navodeni celkovej ischémie a na druhej strane po indukcii
ischemickej tolerancie v rovnakych regionoch mozgu. Identifikované latky proteinového
charakteru po ich zatriedeni do prislusnych metabolickych bunkovych drah a procesov budd
hodnotené z hladiska ich ucasti v neuroprotekcii. Planujeme identifikovat’ jednotlivé
komponenty indukcie ochrany neurénov pred bunkovou smrt'ou, ktoré sa podielaji na
UspeSnom prezivani buniek po ischemickom poskodeni. Porovnanie rozdielov v expresii
proteinov (ischemicke vs. tolerantné tkanivo) ndm umozni detekciu neuroprotektivnych latok,
zucastiujucich sa aktivacie ischemickej tolerancie. Predpokladdme, Ze tato stratégia nam
umozni vyprofilovat’ latky, ktoré su pravdepodobne zodpovedné, alebo sa vo vzajomne;j
sucinnosti podielaji na ziskani ischemickej tolerancie a takto prispiet k ziskaniu
podrobnejsich poznatkov o mechanizmoch ucinku kondicionovania.

Prinos z vykonaneého projektu:

Ischémia mozgu spolu s poruchami jeho krvného zdsobovania su na tretej pozicii v pri¢inach
smrti alebo trvalej indispozicie a vyskum v oblasti mechanizmov neuroprotekcie riesi
spolo¢ensky aktualnu problematiku z medicinskeho aj socio-ekonomického hl'adiska. Z tohto
dévodu je urgentna potreba ndjst’ novy potencialny ciel’ pre inovativnu terapeuticka stratégiu
schopnu ochranit’ ischemicky poskodeny mozog. Ochrana najcitlivejSich buniek mozgu vodi
ischemicko-reperfuznemu poskodeniu prostrednictvom ziskania ischemickej tolerancie



predstavuje v sucasnosti najsilnejSiu znamu proceduru pre prevenciu alebo reverzibilizaciu
neurodegeneracie. Mozgové bunky disponuju prirodzenou schopnost'ou tolerovat’ poskodenie
spbsobené ischemickou epizddou a nastartovanie tohto procesu pomocou kondicionovania, ¢i
uz vzdialeného alebo aplikaciou druhého stresu pocas ischémie alebo v reperfiznom intervale
do dvoch dni po ukonéeni ischémie sa ukazuje sl'ubnym postupom, ktory je do zna¢nej miery
schopny zabranit' vyskytu oneskorenej smrti neurénov. Takto splnenie vytycenych cielov
projektu moze vyznamnym sposobom prispiet’ k rozvoju poznatkov o mechanizme
neuroprotekcie a 0 ochrannom ovplyvneni ischemickej prihody.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
V experimentoch je planované pouzit' dospelé potkany laboratérne (Rattus norvegicus),
Wistar, samce v poéte 312 jedincov na celt dobu rieSenia.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd vramci vykonavania
projektu:

Navodenie ischemického poskodenia mozgu podl'a standardného modelu 4-cievneho podvézu
sa uskuto¢nuje chirurgickym zakrokom v celkovej anestézii v prvej faze na dorzélnej strane
prvého kréného stavca, kde sa cez foramina alares kauterizuju obidve vertebralne artérie, ¢o
v8ak nespOsobi Uplné zastavenie privodu krvi do mozgu a zvierata spravidla bez problémov
prezivaju. V druhej fdze navodenia ischémie sa v celkovej inhala¢nej anestézii pripravia na
atraumaticku okluziu obidve krénice a nasledne sa uzavri na prechodny ¢as, zviera upadne do
ischemickej komy. Po uvolneni sa obe krénice opét’ spriechodnia a zviera sa po ¢ase zotavi
bez vonkajsich viditelnych zndmok poskodenia. Model sposobi neurodegenerativne zmeny
v najcitlivejSich bunkovych populaciach v neokortexe, striate a hipokampe, ktoré sa navonok
odrazia v spravani zvierat aprejavuju sa ako zniZzend schopnost’ uéenia sa ako aj
zhorSenie priestorovej pamdti. Injekéna aplikacia tzv. postkodicionérov, ¢o su vlastne
biologicky aktivne latky prirodzene sa vyskytujuce v organizme avSak Vv niZSich
koncentréaciach, spdsobi kratkodoby stres pocas podavania a pocas prvych hodin po podani
mozu zvieratd prejavovat’ apatiu resp. zvySenu citlivost. Turniketovy model
postkondicionovania je neinvazivny, zvieratdm nespOsobuje bolest’ ani poranenie ana
zamedzenie stresu sa vykonava v celkovej inhalac¢nej anestézii.

Predpokladané uarover Krutosti:
Na zéaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznacit' ako
»strednd*.

Preukézanie suladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia - uplatiiovanie
zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Ischemické poSkodenie mozgu s naslednou reperfuziou a fenomén ischemickej tolerancie su
procesy dynamické, tazko predvidatelné a zavisiace na mnohych faktoroch. Z tychto
dévodov nie je mozné uskutoCnit’ dané experimenty alternativnym spdsobom bez pouzitia
zvierat. Okrem toho, experiment nie je mozné vykonat’ alternativnym spOsobom, pretoze sa
jedna o finalne testovanie fyziologickych a patofyziologickych tc¢inkov.
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2. Redukcia poctu zvierat:

Pocet 312 ks zvierat bol stanoveny vzhl'adom k tomu, ze predpokladdme velku individualnu
variabilitu vysledkov, z tohto dovodu planovany pocet 8 kusov zvierat v experimentalnych
Statisticky vyznamnych vysledkov s prihliadnutim na tspe$nost’ modelu, ktort jeho autori
odhadujt ako 50-75%-n0. Uhyn zvierat na Grovni 25-50% je sposobeny samotnou subletalnou
ischémiou, tzn. model globalnej a fokalnej ischémie ma realny predpoklad na dosiahnutie
maximalnej UspeSnosti prezitia u 75% zvierat pri idealnych podmienkach. V snahe
0 dosiahnutie ¢o najniz§ej miery umrtnosti pocas experimentu, resp. preZivania jedincov sa na
pracovisku kladie doraz na vysoku Groven zrucnosti pri vykonavani experimentalnych I+R
metod s naslednou maximalizdciou mierou poskytnutia pooperacnej starostlivosti
a zjemnovania. Skupiny zvierat v postupoch, uvedenych v prilohe ¢. 1 sU nevyhnutné na
ziskanie relevantnych vysledkov ako stavu poSkodenia, tak aj neuroprotektivnych t¢inkov
podavania postkondicioningu avyvoja ischemickej tolerancie v komplexnom pohlade na
mechanizmus Uc¢inku. Ischemicky poskodeny mozog nemdze byt pouzity na biochemicko-
proteomické analyzy a zaroven aj na histologické a imunohistochemické analyzy.

3. Zjemnenie:

Vsetky invazivne zakroky na zvieratdch (model celkovej ischémie mozgu, indukcia
vzdialeného kondicionovania okllziou turniketom alebo parenterdlne) budd vykonavané v
celkovej anestézii, t. j. nebudd pre zvieratd bolestivé, s ohladom na patologické prejavy
kratkodobého prezivania po ischémii. Prezivanie v tejto faze reperfuizie ul'ahcuje umiestnenie
zvierata na vyhrievanu podlozku, ako aj podanie fyziologického roztoku subkutdnne. V
kazdom pripade su ihned’ po ukonceni ischémie podavané analgetika (Novasul) na zmiernenie
bolesti, na zabranenie neziaducich patologickych prejavov a na celkové zjemnenie postupu.
V pooperacnom obdobi budu jedince denne sledované a analgetikum (Novasul) im bude
podané opétovne pri akejkol'vek d’al$ej nezvyklej manifestacii patologickych pooperaénych
prejavov, ako je napr. bolestivost’ prejavujuca sa stabilnou polohou zvierata so zjezenou
srstou, vydavanie neprirodzenych zvukov apod. Pri dosiahnuti bodového skore 3
v ktoromkol'vek zo sledovanych parametrov hlavnych kritérii (vid’ Tabulka 3), bude zviera
huméanne usmrtené letalnou davkou chloralhydratu i.p., pri skére nad 1 az 2 podanie
analgetika pripadne roztoku glukézy.

Projekt bude podlichat’ opatovnému schvalovaniu: &no  nie

Tabulka 3: HLAVNE KRITERIA PRE HUMANNE UKONCENIE POSTUPU

HLAVNE KRITERIA PRE HUMANNE UKONCENIE POSTUPU

<5

W > vaha Zaznam
S 8

§ 17

E = normdlna ubytok pod 20% ubytok nad 20%
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0 laz2 3
fyz.+glu p.o., i.p. ukoncenie postupu
trasenie
. slabé s obcasnymi silné trasenie s pocetnymi
nemd -~ . . .
zasklbmi zasklbmi
0 2 3
analgetikum ukoncenie postupu
sekréty
. pritomny mierny pritomny silny priehladny
nemd L P
priehladny alebo krvavy
0 laz2 3
ukoncenie postupu
svalovy tonus
normdlny znizeny slaby
0 laz2 3
analgetikum ukoncenie postupu
POMOCNE KRITERIA PRE HUMANNE UKONCENIE POSTUPU
postoj
normdlny schaleny abnormdlne prejavy
0 2 3
analgetikum+ kontrola
© analgetikum hlavnych kritérii
pu
2 stav srsti
3
s normdlny neucesand Spinavd/sekréty
©
8 0 laz2 3
©
£
T
2,
% kontrola hlavnych kritérii
N
2 vzhlad oti
3
% normdiny polozatvorené Zatvorené
(&)
0 laz2 3
analgetikum+ kontrola
analgetikum hlavnych kritérii
pohybova aktivita
normdlna zniZend Ziadna
0 laz2 03-Jan




analgetikum

analgetikum+ kontrola
hlavnych kritérii

zvukové prejavy

nemd chrapot piskanie
0 1 3
analgetikum+ kontrola
analgetikum hlavnych kritérii
Cistota prodstielky
normdlna mierne znecistend vykaly a sekréty
0 1 2ai3

kontrola hlavnych kritérii




