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Cile projektu pokusut

Neonatalni hypoxicko-ischemicka encefalopatie (nHIE, poskozeni mozku novorozencll z nedostatku pfisunu kysliku a prokrveni
souCasné lécby nHIE je pomérné nizka. Rutinné pouzivana terapeuticka hypotermie (TH, tj. snizeni télesné teploty na 33-34 ° C) je
ucinna pouze ¢astecné. Pro zvyseni hypotermické ochrané nervové tkané (neuroprotekce) jsou testovany léky jako erytropoetin,
antikonvulziva, antioxidanty a inertni plyny. Na druhé strané m(ze snizeni télesné teploty ditéte vést k vyznamnym zménam
farmakokinetiky Iék( (dostupnosti a pohybu lé€iv v organismu), véetné zvySené distribuce l1€kd rozpustnych v tucich; snizeni
metabolismus v jatrech; snizené vylucovani ledvinami. Paracetamol, acetaminofen (APAP), je IéCivo, které se u novorozencl
pouziva pfedevsim jako u€inné a bezpecné analgetikum k potlaceni bolesti; jeho U&innost je studovana i u pfed€asné narozenych
déti s otevienou Botallovou dugeji. Uginek APAP v&ak nebyl doposud studovan za podminek celotélové hypotermie aplikované u
novorozencU s pferuSenou dodavkou kysliku do organismu (asfyktickych novorozenct(). Doposud nejsou k dispozici Zzadné udaje o
farmakokinetice, u¢innosti a bezpe€nosti APAP pro novorozence za téchto podminek. Zde prfedkladana studie byla proto navrzena

Potencialni pfrinosy projektu pokust

\Vysledky studie ziskané na experimentalnich zvifatech, resp. potkanich mlddatech ve véku 7 a 10 dni, mohou pomoci k lepSimu
porozuméni mechanismu neonatalni hypoxicko-ischemicka encefalopatie (poskozeni mozku novorozencli z nedostatku pfisunu
kysliku a prokrveni) za sou€¢asného uplatnéni Ié€ebného podchlazeni a nové i podani paracetamolu, které by vedly k optimalizaci
zplsobu terapie novorozencu s prerusenou dodavkou kysliku do organismu, jenz jsou v klinické praxi omezené.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Potkani mladata PND 7 a PND 10 budou vystavena snizené teploté prostfedi (33,5 + 0,3 ° C) nebo normotermii (36,5+0,3°C) v
komofe s fizenou teplotou po dobu nejméné 90 minut a maximalné po dobu 6 hodin. Potkanim mladatdm bude podan jednorazové
fyziologicky roztok nebo APAP intraven6zné kréni zilou nebo oralné zalude¢ni sondou (obé v bolusovém objemu 50-100 microL na
10 g télesné hmotnosti) 1 hodinu po zahajeni normotermie €i hypotermie. BEhem tohoto experimentu budou zvifata kratce vyjmuta
z pFisluSnych teplotnich komor pro monitorovani télesné teploty (kazdou hodinu) a pro aplikaci APAP a poté vracena. Vhodna
teplotni sonda bude vloZzena 5 mm do kone&niku pro méfeni rektalni teploty . Mladata budou odebrana v €asovych bodech 20,
120, 180 a 300 minut po intravenéznim nebo peroralnim podani paracetamolu. Pro kazdy ¢asovy bod po podani APAP a kazdé
teploté budou 3 mladata dekapitovana v hluboké inhalaéni anestezii isofluranem (4% ve vzduchu) a budou terminalné odebrany
vzorky krve, modci, jater a mozku. Jina mladata PND 7 (vazici 13—-18 g) budou anestetizovana isofuranem a leva spole¢na kréni
tepna bude podvazana chirurgickym hedvabim. Rez na krku bude se&it a mladatiim bude umoZnéno zotavit se z anestezie po dobu
liedné hodiny v péci sve vlastni matky. Nasledné budou mladata vystavena hypoxii (vdechovani 8% kysliku, dosazené smichanim

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

\VSechny operaéni zakroky, vySetfeni mozku pomoci zobrazovacich metod (MRI/MRS) a terminaini odbéry budou provadény v
celkové inhalaéni anestézii isofluranem (4% pro indukci event. u terminalniho podani, 2% pro udrzovani v pribéhu opera¢niho
zakroku a MRI/MS). V misté sutury kozniho fezu bude mladatdm aplikovano lokalni anestetikum ve spreji (lidokain 10% kozni
sprej). Opakované oddélovani mladat od kojici matky mize plsobit stres jak matce, tak mladatim. Proto nebudou nikdy
oddélovana vSechna mladata od 1 samice. Zmény okolni teploty mohou také zplsobovat opakovany stres, na druhou stranu
hypotermie u takto starych mladat vyvolava snizeni v§ech metabolickych procesti (véetné mozku), urcité anestetické ucinky a
zmirnéni bolestivych viemu (snizené vnimani). Hypoxicko-ischemicky inzult u mladat vyvola oéekavany rozvoj neonatalni
hypoxicko-ischemicka encefalopatie s moznym zvySenim morbidity a mortality. Studovana latka bude aplikovana peroralné nebo
inteven6zné pouze jednorazové. Tato aplikace mGze vyvolat kratkodoby stres spojeny s manipulaci a bolestivosti danou vpichem
jehly. Pro peroralni aplikaci budou pouzivany jednorazové umélohmotné sondy vhodné pro dany vék.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Po provedeni postupu budou mladata usmrcena dekapitaci v hluboké terminalni inhalaéni anestézii z divod( odbérh vzorkl krve,
mozku, jater, a event. i moce a ledvin. Samice budou po odstaveni vSech (poslednich) mladat ihned humanné utraceny
predavkovanim inhalaénim anestetikem a zajiStovacim zlomenim vazu z divodu neimérného stresu zplsobeného odejmutim
vSech mladat pfi stavajici laktaci.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

\Vzhledem k charakteru pokus, tj. sledovani zmén farmakokinetiky a mozného neuroprotektivniho vliivu paracetamolu (APAP) na
vyvoj mozku u mladat vystavenych terapeutické hypotermii (HT) a diftznimu hypoxicko-ischemickému (HI) poSkozeni mozku, nelze
pokusy na pokusném zvifeti nahradit alternativnimi metodami.

Omezeni pouzivani zvirat

Bude pouzit minimalni poCet bfezich potkanich samic a jejich mladat zajistujici statistickou vyznamnost pokusu, a to na zakladé
fady literarnich udaju a nami vypracovaného statistického planu. S ohledem na vysokou interindividualni variabilitu u konven&nich
zvifat byl minimalni po¢et mladat ve skupiné pro testovani farmakokinetiky paracetamolu stanoven na 3 ks pro kazdy ¢asovy
interval u mladat starych 7 a 10 dnu pro kazdé pohlavi vystavené normaini teploté nebo hypotermii a 6 ks prezivSich mladat pro
kazdou skupinu ve studii prikazu potenciace neuroprotektivniho pisobeni terapeutické hypotermie paracetamolem.

Setrné zachazeni se zvitaty

Experimenty budou provadény v akreditovanych zvifetnicich v souladu se zakonem a s ohledem na maximalni welfare zvifat. Se
zvifaty bude zachazeno co nejSetrnéji dle zakona &. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani a s ohledem na jejich fyziologické
potfeby. O pokusna zvifata budou pecovat osoby odborné zplsobilé k této praci. Potkani samice budou chovany ve standardnich
konvené&nich podminkach v odpovidajicich klecich (voda a potrava ad libitum, pravidelnd vyména podestylky, atd.) a budou denné
kontrolovany. Samice budou pfed porodem samostatné v kleci, bude umoznén spontanni vaginalni porod. Kazda samice bude po
porodu s 10 mladaty, ktera budou pIné kojena a postupné oddélovana od 7. resp. 10 postnatalniho dne od kojici samice na
maximalné 6 hodin. Mladatim bude jednorazové aplikovan paracetamol nebo fyziologicky roztok standardnim Setrnym zplsobem
(peroralni gavazi/intravendzni injekci) dostate€¢né zasSkolenou osobou. Mlad'atim bude rektalné kazdou hodinu méfena télesna
teplota, aby nedoslo k prehrati nebo pfiliSné hypotermii, navic budou denné vazeny a sledovan neurobehovarialni vyvoj. Po
kazdém zakroku budou neutracena mladata vracena vzdy ke své matce ke zmirnéni stresu, a aby mohla byt nakojena. V pfipadé
pozorovani zavaznych negativnich zmén u laboratorniho zvifete bude pokus ukonéen a zvife utraceno predavkovanim anestetikem.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Na celou studii je planovano pouzit maximalné 50 bfezich samic kmene Wistar k ziskani minimalné 416 mladat (maximalni pocet
narozenych mladat nelze dopfedu presné urcit).

K experimentim budou pouzita potkani mladata obou pohlavi ve véku 7 nebo 10 dn(. V postnatalnim véku 10 dnli (PND 10) jsou
vyvoj a dospivani mozku potkana histologicky podobné vyvoji

a dozravani donosenych kojenct (37—41 tydnu téhotenstvi). Nezrala potkani mladata ve véku 7 dnd (PND 7) obou pohlavi budou
pouzita jako reprezentanti mirné pfed€asné / blizko terminu narozenych (32—-36 tydna téhotenstvi) kojencd. Na tomto druhu zvifat
byl zaveden Rice-Vannucci model hypoxicko-ischemického poskozeni mozku novorozenych potkan(, ktery bude pouZzit i v této
studii.




