Priloha ¢. 2
Netechnického zhrnutia projektu

Nazov projektu: Krvné bunky ako zdroj bioaktivnych latok sprostredkujdcich neuroprotekciu
po globalnej a fokalnej ischémii mozgu.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Kracové slova v projekte ( max 5 slov): ischémia mozgu, kondicionovanie, ischemicka
tolerancia, krv, sekretom

Ulel projektu”: Zakladny vyskum
Transla¢ny alebo aplikovany vyskum
Regula¢né metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat
Ochrana druhov
VysokoSkolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alicho pouzivania v postupoch

Ak je iny el projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

(napr. nie su eSte vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost’ jeho vykonania z hladiska vedy
, Z klinického hladiska)

Ischémia mozgu predstavuje vazny spoloCensky a medicinsky problém, ktory je na
poprednych prieckach doévodu umrtnosti vekovo starSej populdcie a vyrazne ovplyviiuje
kvalitu Zivota preZivsSich. Aj napriek intenzivnemu vyskumu tejto problematiky neexistuje
Ziadna efektivna terapia vedica ku zlepSeniu stavu postihnutého. Z dévodu progresivneho
zvySovania percenta vekovo starSich jedincov v rdamci populacie sa experimentalny vyskum
stratégii eliminacie ischemického poskodenia nervoveho tkaniva stava vysoko aktualnym.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, l'udstvo, zvierata)

V pripade experimentdlneho potvrdenia naSej tedrie na dvoch najéastejSich modeloch
mozgovej ischémie verime, Ze roznorodost’ stimulov, ktorym budd krvné bunky ex vivo
vystavené, nam pomozZe identifikovat' ten najefektivnejSi z hl'adiska neuroprotektivneho
fenotypu. Zaroven budeme schopni porovnat’ mieru neuroprotekcie sin vivo moznostami
kondicionovania. Rovnako predpokladame, ze sa nam podari spoznat’ cestu, akou je tento
signal prenaSany az na uroven nervového tkaniva. Tato informdcia predstavuje kl'acovy bod
pre d’alsi klinicko-experimentélny vyskum. Iba rozlustenie presného mechanizmu prenosu a
akcie faktora navodzujldceho toleranciu umozni aj identifikdciu moznych rizik a nasledne
pribliZzenie konceptu vyuZitia stimulovanych krvnych buniek do klinickej praxe. Vysledky
predkladaného projektu by mohli mat’ nadvéznost na biomedicinsky vyskum vo viacerych
smeroch. Medzi najatraktivnejSie by mohli patrit: 1. PouZitie kondicionovania ako priamej
intervencie u pacientov postihnutych mozgovou prihodou; 2. Krvna transfizia ,tolerantnej*
krvi pacientovi, ktorému nie je mozné aplikovat’ kondicionovanie, pripadne transfuziou zvysit’
¢i urychlit' efekt kondicionovania u postihnutého; 3. VyuZitie sekretdmu stimulovanych
krvnych buniek za u¢elom aktivacie ischemickej tolerancie; 4. Autoloégne kondicionovanie v



roznych forméach (aj krvna transfuzia) ako nastroj prevencie u l'udi so zvySenym rizikom
vyskytu mozgovej prihody; a mnohé iné.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

V experimentoch budi pouZité laboratdrne potkany (Rattus norvegicus) kmena Wistar, samce
v poéte 736 ks aplody (E18) 800ks ako zdroj buniek pre in vitro analyzy izolované
z maternice gravidnej samice potkana o pocte 80 samic na cell dobu rieSenia.

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

Z hladiska bolestivosti predpokladdme minimalny nepriaznivy vplyv na zvierata. Operaéné
procedury (ischémia mozgu, transfuzia, krizova cirkulacia), ktoré budu vykonané skisenymi
operatérmi, nevyZaduju hruby zasah do organizmu a dlhodobl rekonvalescenciu. Skupina
zvierat bude absolvovat’ opakované odbery krvi cez permanentny katéter zavedeny vo v.
jugularis externa a napichnutim chvostovej Zily. Tieto zakroky nepredstavuju hruby zasah do
organizmu a nevyzadujo dlhodobu rekonvalescenciu. Dalsia skupina zvierat bude
behavioralne testovanad neinvazivnymi pamitovymi testami, ktoré nevyzaduju nasledovnu
rekonvalescenciu zvierata. Z hl'adiska prejavov operacnych postupov na zvieratach je mozné
predpokladat’ kratkodoby vplyv na paméatové a motorické funkcie.

Predpokladand arover Krutosti:

Na zéklade posudzovanych faktorov (vid’ tabul’ka 1) navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu
oznacit’ ako ,,stredn(“.

TABULKA 1: Kvalifikdcia krutosti vSetkych manipulicii so zvieratami.

e Klasifikacia
ostup krutosti
Fokalna ischémia STREDNA
Globalna ischémia STREDNA
Zavedenie permanentného katétra STREDNA
Operacny zakrok Kanulacia v. j. externa STREDNA
Preparacia maternice gravidnej samice STREDNA
Transfuzia krvnych buniek/sekretému STREDNA
Krizova cirkuldcia dvoch zvierat STREDNA
Navodenie tolerancie  |1) mechanické- subletdlna ischémia mozgu STREDNA
Pooperacné prezivania (0 aZ 3 dni) STREDNA
Dlhodobé preZivanie do 70 dni SLABA
Od,ber krvi cez permanentny katéter (do 14 STREDNA
dni)
Odber krvi z chvosta SLABA
Prezivanie s katétrom (do 14 dni) STREDNA
Pred- a pooperaéna faza per os podanie glukdzy SLABA
|.p.. pod.anlfe (analget|kum, chlorahydrat, SLABA
fyziologicky roztok s glukézou)
Navodenie tolerancie  |2) vzdialenej- ischémiou kostrového svalu SLABA
3) farmakologicky- i.p. davkou bradykininu SLABA
Behaviordlne testovanie [Bedersonov test SLABA
Morisovo vodné bludisko SLABA
Barensov test SLABA




Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre¢o sa nemdze pouzit' alternativna
metoda bez pouZitia zvierat)

Ischémia mozgu a postischemicka regeneracia su procesy dynamické, tazko predvidatelné a
zavisiace na mnohych faktoroch. Ischemické poskodenie ovplyviluje organizmus
celosystémovo a naopak, ischémiou narusend homeostdza organizmu spatne vplyva na
procesy neurodegeneracie v mozgu. Neexistuje Ziaden model ischemického poSkodenia
nervového tkaniva, ktory by bol schopny zohl'adnit’ celkovy pytofyziologicky aspekt a Ktory
by bol klinicky relevantnejsi. Z tychto dévodov nie je mozné uskuto¢nit’ dané experimenty
alternativnym sposobom bez pouZitia zvierat. Potkan laboratorny predstavuje evolu¢ne
podobnost’ st vhodnym a preferovanym animalnym modelom na navodenie symptémov
Pudskych patologickych stavov s cielom zakladného vyskumu choroby a liecby.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zdoévodnenie pouzitia urCeného poctu zvierat, akym sposobom sa pouzije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouzil minimalny mozny pocet zvierat)

Pocet 736 ks samcov a 800ks plodov (E18) ako zdroj buniek pre in vitro analyzy izolované
z maternice gravidnej samice potkana o pocte 80 samic, bolo stanovené vzhl'adom k tomu, Ze
(1) predpokladame vel’kt individualnu variabilitu vysledkov, z tohto dévodu planovany pocet
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Statisticky vyznamnych vysledkov; (2) experimentalne skupiny uvedené v prilohe ¢. 1 su
potrebné na kvalitativne a kvantitativne stanovenie poskodenia mozgu a krvnych parametrov,
uréenie protektivneho vplyvu kondicionovania a definovanie biochemickej podstaty
navodenia ischemickej tolerancie v organizme; (3) ischémiou poSkodené nervové tkanivo
nemoéze byt pouZité zaroven na biochemické ako aj histologické aimunohistochemické
analyzy; (4) Potreba velkych objemov krvi pre biochemické, imunocytologické, genomické a
proteomické Studie, in vitro testovanie, rovnako ako aj in vivo testovanie stimulovanych
krvnych buniek a sekretomov, si vyZaduje $tvornasobné navysenie poltu zvierat v pozicii
donorov krvnych buniek; (5) pocet zvierat v in vivo ¢asti postupov bude zminimalizovany
aplikaciou in vitro skriningovych analyz, t.j. in vivo budu aplikované len vzorky s potvrdenym
neuroprotektivnym Gc¢inkom in vitro.

3. Zjemnenie:

V projekte budu pouzité samce potkana kmena Wistar, Co je Standardny model pre vyskum
tohto typu. Zvierata pred zaradenim do postupov budu v pravidelnom kontakte s operatérom
z dévodu redukcie stresu z manipulacie. VSetky zakroky, ktoré budd na zvieratach
uskuto¢nené, budil vykonavané skisenym personalom pod celkovou anestéziou, t. j. nebudd
pre zvierata bolestivé. Zvieratam po operécii budd podané analgetika, v pripade potreby aj
pocas doby prezivania. Utrpenie zvierat bude denne monitorované a jednotlivé parametre
ohodnotené bodovym skore. Pri dosiahnuti bodového skore 3 v ktoromkol'vek zo sledovanych
parametrov hlavnych kritérii (vid’ obr. 1), bude zviera humanne usmrtené letalnou davkou
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chloralhydratu i.p., pri skére nad 1 az 2 podanie analgetika pripadne roztoku glukézy.
Zvieratd budd umiestnené v klietke po dvoch jedincoch tak, aby nedoSlo k naruSeniu ich
prirodzeného spravania. Prostredie vo vaniciach bude obohatené o hra¢ky. Po ukonceni
pokusu budi jedince humanne usmrtené.

(Vysvetlit vyber pouzitych druhov zvierat, zdovodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spésobu
ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykonavania postupu tak, aby
sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Projekt bude podlichat’ opatovnému schvalovaniu: ano ie



