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Podrobny ucel postupu:

Tauopétie, medzi ktoré patri aj Alzheimerova choroba, predstavuji heterogénnu skupinu
progredujucich neurodegenerativnych ochoreni. Z histopatologického hladiska je hlavnym znakom
tauopatii  pritomnost’  vnatrobunkovych neurofibrilarnych klbiek tvorenych abnormalne
fosforylovanou a agregovanou formou tau proteinu (Zilka a kol., 2009; Ferrer a kol., 2014).

Proces neurodegeneracie je v sucastnosti spajany s pritomnost’ou chronického neurozéapalu.

Zilka a kol. (2009) pouzitim transgénneho potkanicho modelu pre tauopatie ukazali, Ze
neurofibrilarna patologia je schopnéd vyvolat’ proliferdciu a aktivaciu imunitnych buniek mozgu-
mikroglii a astrocytov, a to pravdepodobne uvolnenim patologicky modifikovanych foriem tau
proteinu do extracelularneho prostredia. V oblastiach neurofibrilarnej patoldégie bola popisana
aktivacia mikroglii, zvySena expresia Specifickych mikroglialnych markerov CD11a, CDI1b,
CD18, CD4, CD45 a CD68, ako i produkcia prozapalovych molekul cytokinov a chemokinov.
Neurofibrilarne klbka boli asociované so zvySenou expresiou prozapalovych molekil TNF-a, IL-6,
IL-18 a MCP-1, ktoré st spajané predovsetkym s poskodenim mozgovo cievnej bariéry (DiPatre a
kol., 1997; Kovac a kol., 2011; Sheffield a kol., 2000).

Rozvojom metod analytickej chémie, proteomiky a metabolomiky mame moznost’ detailne
Studovat’ procesy, ktoré¢ mozu viest k vzniku neurofibrildrnej patologie resp. mézu byt jej
dosledkom a stat’ sa tak dolezitymi pre rozvoj novych a u¢innych terapii.

Patri sem 1 Stadium kynureninovej signalnej drahy. V procese neurodegeneracie
Alzheimerovej choroby, Parkinsonovej choroby, Huntingtonovej choroby a inych dochadza k
poruseniu Specifickej dradhy metabolizmu tryptofAnu. L-tryptofdn patri medzi esencidlne
aminokyseliny. Zuc¢astiiuje sa syntézy proteinov a je prekurzorom mnohych bioaktivnych molekul.
Priblizne 2% celkového mnozZstva tryptofanu s metabolizované prostrednictvom drahy syntézy
serotoninu. Naopak véc§ina tryptofanu vstupuje do metabolickej drahy kynureninu za vzniku L-
kynureninu, ktory je v d’al§ich krokoch metabolizovany za vzniku neuroprotektivnej kynureninove;j
kyseliny alebo naopak neurotoxickej quinolinovej kyseliny a NAD (nikotinamid adenim
dinukleotid) molekul (Vecsei a kol., 2013).

Kynureninova kyselina je produkovand prevaZzne astrocytmi a neurdnmi, naopak na
produkcii quinolinovej kyseliny sa podielajii zdpalom aktivované mikroglie. Kyseliny st schopné
viazat’ sa na glutamatové receptory. Quinolinova kyselina posobi ako agonista NMDA receptorov a
vedie k vzniku prozapalovej reakcie. Quinolinova kyselina iniciuje zvySent produkciu volnych
kyslikovych radikalov ako i prozapalovych cytokinov a chemokinov, napriklad MCP-1 (Monocyte
chemoattractant protein-1) a RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and
Secreted ). Naopak kynureninova kyselina ma ulohu endogénneho antagonistu NMDA receptorov,
posobi neuroptotektivne a je schopna redukovat excitotoxické poskodenie centrilnej nervovej
sustavy (Guillemin a kol., 2001; 2007; Vecsei a kol., 2013).

V suvislosti s Alzheimerovou chorobou bolo v porovnani s kontrolnymi jedincami popisané
zvySené mnozstvo kynureninu v krvi a cerebrospindlnej tekutine pacientov. ZvySend koncentracia
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quinolinovej kyseliny bola najdena v kortikdlnych a hipokampalnych neurénoch, v oblastiach
postihnutych neurofibrilarnou patolégiou. Stimulacia neurdénov quinolinovou kyselinou vedie k
zvySenej reguldcii génov zucastiiujucich sa na abnormalnej hyperfosforylacii tau proteinu (Gulaj a
kol., 2010; Kincses a kol., 2010) a méze mat tlohu v tvorbe neurofibrilarnej patologie.

Galba a kol. (2016) vyuzitim SHR24 transgénneho potkanieho modelu pre tauopatie detekovali
znizené mnozstvo kynureninu v krvnej plazme, ¢o méze naznaovat zvySeny transport kynureninu
do mozgu cez mozgovo-cievnu bariéru, kde moze byt metabolizovany za vzniku kynureninovej
resp. quinolinovej kyseliny.

Ovplyvnenie metabolizmu kynureninu smerom k produkcii neuroprotektivnej kyseliny
kynureninovej by sa mohlo stat’ zakladom vzniku novych terapeutickych stratégii resp. ucinnej
prevencie voCi neurodegeneraciam. V sucastnosti uz existuje niekol’ko moznych terapeutik
zaloZenych na analégoch neuroprotektivnej kynureninovej kyseliny resp. inhibitoroch produkcie
quinolinovej kyseliny. Int skupinu terapeutik tvoria inhibitory kynurenin hydroxylazy. Podporuju
tvorbu kynureninovej kyseliny, redukujii proces neurodegeneracie a znizuji tvorbu quinolinove;j
kyseliny v krvi 1 mozgu.

Hlavnym cielom nadsho projektu bude ovplyvnit’ metabolizmus tryptofanu smerom k produkcii
neuroprotektivnej kyseliny kynureninovej a tak inhibovat, spomalit’ proces neurodegeneracie v
animalnom modely pre tauopatie. PopiSeme vzt'ah medzi procesom neurodegeneracie a tryptofan-
kynureninovou signalnou drahou. Nasim vyskumom v in vivo modeloch by sme mohli prispiet’ k
vytvoreniu novych terapeutickych postupov s moznym prinosom pre klinicka prax.

Pre splnenie cielov projektu vyuzijeme syntetické derivaty neuroprotektivnej kyseliny

kynureninovej.  Pouzijeme  synteticky  derivat  kyseliny  kynureninovej  (N-(2-N,N-
dimethylaminoethyl)-4-oxo-1H-quinolinu-2-karboxamid hydrochlorid), ktory sa ukazal byt u¢inny
v oblasti terapie inych neurodegenerativnych ochoreni. Aplikovanim uvedeného derivatu
ovplyvnime metabolicku drahu tryptofanu s cielom inhibovat, spomalit’ proces neurodegeneracie v
animalnom modely pre tauopatie. Experimenty budi prebiehat’ na in vivo trovni.
Pre splnenie vytycenych cielov pouzijeme nami vytvoreny SHR24 transgénny potkani model pre
tauopatie, ktory je charakteristicky pritomnostou progresivnej neurofibrilarnej patologie. Tieto
transgénne modely exprimuji skratenti formu tau proteinu (3R tau,151-391) obsahujicu 3R
mikrotubuly vizobné domény a prolin bohatt oblast’. U tejto linie transgénnych potkanov dochadza
k progresivnej neurofibrildrnej patologii, avSak k objaveniu neurofibrilarnej spleti dochadza az vo
veku 9 mesiacov (Filipcik et al., 2010). Nastup miernych priznakov fenotypu sa moze zacat
objavovat’ od 6 mesiaca veku, kedy dochadza k postupnej miernej strate hmotnosti (vac¢Sinou
pritomna od 8mes) a k slabosti zadnych koncatin, tzv. “pre-terminalne* stadium, ktoré pretrvava az
do 9 mesiacov veku. Zvierata v projekte buda pouzité v tomto pre-terminalnom $tadiu, nenechaju
sa prezivat’ do tzv. ,termindlneho stadia®“, do rozvoja priznakov skodlivého fenotypu.

VyuZijeme 1 nami zavedené vysoko citlivé analytické metddy z oblasti metabolomiky a Stidia
biomarkerov ako 1 bohaté skusenosti v oblasti Stiidia neurodegeneracii, neurozapalu.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Cielom projektu bude analyza vplyvu neuroprotektivneho analégu kyseliny kynureninovej na
neurofibrilarnu patologiu ako i1 neurozapalové zmeny asociované s ochorenim. Pre experimenty
pouZijeme potkani animdlny model pre tauopatie SHR24. Uvedeny transgénny model je
charakteristicky pritomnost'ou progresivnej neurofibrilarnej patologie v oblasti mozgového kmena a
frontdlneho kortexu. Efekt analogu budeme sledovat’ predovSetkym na biochemickej trovni.
Budeme pouzivat’® biochemicku western blot analyzu a immunohistochémiu. Zapalové zmeny
budeme stanovovat pomocou multiplex analyzy a immunohistochemického farbenia. Mozgové
tkanivo a plazma budil pouzité i pre nasledni metabolomicku analyzu. Pokusy st navrhnuté v
stilade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s laboratornymi zvieratami.

Druhy a po¢ty pouzitych zvierat v pokuse:



Celkovo bude pouzitych 20 GMO potkanov v predtermindlnom §tadiu. Pouzijeme 6 mesiacov staré
potkany (samice): 10 transgénnych SHR24 potkanov a 10 kontrolnych zvierat.
Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvyssej moznej miere a zaroven zabezpecujici
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Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Zvieratd budu uvedené do hlbokej anestézie s odberom krvi z vena cava a po transkardialnej

perfazii im bude odobraté mozgové tkanivo.

Manipuldacia so zvieratami:

Charakteristika postupu

Vplyv na zviera

Zaradenie
podla
Kkrutosti

Dozitie GMO potkanov
do veku 6 mesiacov

Tato transgénna linia potkanov ma postupny,
pomaly ndstup patologie, v mladom veku sa na
zvieratach neprejavuji znamky Skodlivého
fenotypu. Prvé priznaky sa modZu zacat
objavovat’ od 6 mesiaca veku v podobe len
mierneho a postupného zniZovania hmotnosti
(vacSinou pritomné od 8mes), slabostou
zadnych  koncCatin —tzv. ,pre-terminalne
Stadium®, ktoré pretrvava od 6-9 mesiacov
veku

slaba

Handling

2-tyzdne pred planovanym zacatim aplikacie
latky, experimentdtor denne chodi za
zvieratami, aby si zvierata nanho privykli a
minimalizoval stres zvierat..

slaba

Intraperitonealne
podavanie ucinnej
experimentalnej latky

stres
slaba.

Opakovany,  kratkodoby
spdsobeny  manipulaciou.
Trvanie 30 sekind.

mierny
Bolest’

stredna

Prezivanie potkanov
pocas aplikacie
experimentalnej latky

Zvieratam bude podavany derivat kyseliny
kynureninovej — KYNAIL, raz do tyzdina
intraperitonealne, v objeme 200ul, bude
pripravovany v sterilnom prostredi, aby sa
zabranilo moznej infekcii zvierat. Podla
informacii dostupnych v literatire podéavanie
KYNAI, nespdsobovalo ziadne vazne
vedl'ajSie G€inky. V tomto obdobi sa u tychto
transgénnych potkanov zacinaji postupne
vyvijat’ len mierne prejavy fenotypu v podobe
mierneho poklesu hmotnosti a slabosti zadnych
konCatin. Zvieratda st schopné samostaného
pohybu, prijmu krmiva a vody. St pravidelne
sledované a hodnoti sa zdravotny stav na
zaklade bodového skore. V pripade objavania
sa neCakane agresivneho fenotypu sa
bezodkladne  pristapi  ku  humninemu
usmrteniu zvierat v celkovej anestézii.

Slaba
stredna

Kratkodoba fixacia
a intraperitonealna

Jednordazové podanie anestetika. Kratkodoby
mierny  stres  spOsobeny  manipuldciou

slaba
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injekcia anestetik a obmedzenim pohybu. Bolest’ slab4. Trvanie
30 sekund.
Transkardidlna perfuzia | Standardna metéda. Zviera sa v celkovej | stredna
anestézii transkardialne perfunduje
Standardnym roztokom s naslednym odberom
vzoriek
Celkové hodnotenie krutosti Stadie stredna
Zohladnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipuldcii so zvieratami sa budu dodrziavat’ interné Standardné pracovné postupy.
So zvieratami sa bude zaobchadzat’ humdnne a nebude sa im vyvijat’ prebytocny stres. Zvierata su
chované v podmienkach vyhovujucich ich fyziologickym a socidlnym potrebam. Starostlivost’ o
zvierata zabezpeCuji osoby, na ktoré si zvieratd zvykli. Vo zverinci je denne kontrolovany a
monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat.

Zdravotny stav kazdého zvierata bude hodnoteny pri kazdom pozorovani na zaklade hlavnych
Styroch znakov:*letargie (lethargy), hrbenia (hunching), najezenej srsti (piloerection), straty vahy
>15 % ocakavane] hmotnosti (weight loss). Hodnotenie jednotlivych znakov je uvedeny v tabulke
human end point.

Pri prejavoch zmien zdravotného stavu veterinarny lekar upovedomi veduceho experimentu o
pripadnej potrebe vyradit’ zviera z experimentu a pristipit’ k humannemu usmrteniu zvierata.

Redukcia: V navrhovanom experimente budeme vyuzivat zvierata z vlastného chovu. Stanoveny
pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvyssej moznej miere a zaroven zabezpecujuci Statisticka
relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost dejov odohravajicich sa v 'udskom mozgu, stcasna
uroven vedeckého poznania neumoznuje nahradit’ poznatky ziskané zo zivého mozgového tkaniva
animalnych modelov za poznatky, ktoré pochadzaju z in vitro experimentov. Pokusy st navrhnuté
v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pracu s laboratérnymi
zvieratami.

Zisada nahraditelnosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metody sme pouzili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu
metddu, ktort by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’ experimenty
na zvieratach. Zvierata nebudu vystavené opdtovnému pouzitiu ani kumulativnemu ucinku.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu, vSetky odbery tkaniv sa uskutocnia
v hlbokej anestézii. Vysledky ziskané z planovaného experimentu moézZzu vyznamne napomoct
pochopeniu patologickych procesov v CNS.

Zaciatok pokusu je planovany na 1.3. 2020 a bude sa realizovat’ do 1.6. 2020.

Zvieratd nebudu vystavené opitovnému pouZitiu.

Projekt nevyzaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).



