Priloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podla §40, Z. z. 377/2012

Nazov projektu:

Uloha svetelnej kontaminacie, ako mozného endokrinného disruptora, v procese prenatalneho
programovania postnatdlnych behavioralnych stratégii - §tGdium mechanizmov suvisiacich s
poruchami autistického spektra

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 3 C/ 6 / 19- 224 / 3

KPacové slova v projekte (max S slov):

tlmen¢ svetlo v noci, prenatalne programovanie, neurobehavioralna charakteristika potomstva,
autizmus, potkan laboratorny

Uéel projektu:
Zakladny vyskum

a) informaécie o ciel’och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte a typoch
zvierat, ktoré sa pouziju

Ciel (Ciele) projektu:

- §tadium pdsobenia svetla nizkej intenzity po¢as noci, ako negativneho environmentalneho
faktora, na proces prenatalneho programovania spravania po narodeni, predovSetkym
sohladom na vzrastajuci vyskyt afektivnych porich spradvania a neurovyvinovych
ochoreni vratane spektra autistickych poriuch (F84, MKCH 10).

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

Pdsobenie umelého osvetlenia po€as noci v interiéroch, ale aj exteriéroch, je jednym
z environmentalnych faktorov, ktoré sa dostavaju v poslednom ¢ase do povedomia odbornej,
ale aj laickej verejnosti. Umelé osvetlenie pdsobiace v fase, ked’ su zvieratd aj l'udia
programovani na tmu, narusa biologické rytmy az na molekularnej urovni. Tieto zmeny mdzu
mat’ za nasledok zmeny v syntéze horménov, ktoré sa zas priamo alebo nepriamo podiel'aji na
reguldcii vyvinu mozgu jedinca pocas gravidity, ¢im ovplyvituji (,programuji) jeho
individuélne spravanie v ¢ase od narodenia az do neskorej dospelosti.

Svetelna kontaminacia Zivotného priestoru ¢loveka aj zivo¢ichov neustale rastie. Zatial
chybaju podrobnejsie experimentalne $tidie, ktoré by definovali pri¢inné stvislosti medzi
svetelnou kontamindciou prostredia pocas gravidity matky, naru§enim jej biologickych rytmov
a naslednymi zmenami spravania jej potomkov.

V naSom experimente sa sustred’'ujeme na $tudium dosledkov noéného pdsobenia svetla
nizkej intenzity pocas gravidity na potomstvo takto ovplyvnenych matiek. O¢akavame, Ze
vystavenie takémuto pdsobeniu svetla bude mat’ za nasledok zmeny vo vyvine potomkov a Ze
tieto zmeny budu na viacerych urovniach podobné tym, ktoré mozno pozorovat’ u autistickych
deti. Zaroven predpokladame, Ze nami nadobudnuté vysledky na animalnom modeli sa budu
dat’ do znacnej miery aplikovat’ na €loveka s moZnymi odporticaniami pre minimalizovanie
negativnych nasledkov pdsobenia svetla pocas noci.
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Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:

Vramei vyskumu budeme pracovat’ s potkanmi laboratérnymi (Rattus norvegicus)
kmefa Wistar. V etape 1 planujeme pouZit’ 22 samic a 8 samcov rodidovskej generacie a ich
potomstvo (po optimalizacii 176 zvierat), spolu 206 zvierat. V druhej etape planujeme vyuZit
28 samic a 8 samcov rodiCovskej generacie a ich potomstvo (odhadom 336 zvierat), spolu 372.
V tretej etape planujeme vyuZit' 72 dospelych samcov.

Spolu v celom projekte planujeme pouZit’ 650 zvierat.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykondvania
projektu:

Pri pozorovani zvierat v doméacom prostredi a pri testovani ich spravania budt pouzité
Standardizované postupy, ktoré patria medzi neinvazivne/ nenasilné a preto nepredpokladame
(ani na zaklade naSich predchadzajiicich skiisenosti) Ze spdsobia zvieratdm zavaZnejiiu ujmu.
VéZnejSiu ujmu nepredpokladédme, ked’Ze zvieratd budi handlované, ani pri roben{ vaginalnych
vyterov (ur€ovani cyklu samic) aani pri merani vybranych morfologickych parametrov
(anogenitalnej vzdialenosti).

Urtité nepriaznivé vplyvy strednej intenzity mdZeme odakavat’ pri socilnej izolacii
zvierat po¢as pozorovania zmien v mimike (tzv. RGS skore) a pri aplikacii olig, kedy budu
zvieraté kratkodobo umiestnené v imobilizatnej komorke a tieZ pri teste ntiteného pléavania. Vo
vetkych vyssie spominanych pripadoch viak bude vystavenie stresu len kratkodobé (max. 10
min). Ur€itd ujmu tieZ moZe spdsobovat’ samotna injekénd aplikdcia miRNA olig do chvostovej
veény. Na zmiernenie stresu a pripadnej bolesti vSak pouZijeme znecitlivenie v mieste vpichu
ponorenim chvosta na 60s do roztoku s lokélnou anestéziou — mezokainom.

Odber biologickych vzoriek (krvi ajednotlivych organov) bude realizovany aZ po
huménnom usmrteni zvierat dekapitéciou v celkovej anestézii navodenej inhalaciou izofluranu.

Za ujmu tieZ moéZeme povazovat skutolnost, Ze matky budi podas gravidity
dlhodobejsie vystavené osvetleniu (aj ked’ nizkej intenzity, ktorému st beZne vystaveni aj
l'udia), ¢o méZe do urcitej miery zhorSovat’ nielen ich zdravotny stav, ale ovplyviiovat’ aj vyvin
ich potomstva (Stidium doésledkov pdsobenia svetla nizkej intenzity po&as noci na proces
prenatalneho programovania je v8ak samotnym cielom nami predkladaného projektu).

Predpokladana droven krutosti:

Nami planované pozorovania, behaviordlne testy amerania vybranych
morfometrickych parametrov spadaju z hladiska krutosti do kategérie ,,slabé“, stanovenie
zmien v emocionalite na zéklade mimickych vyrazovych prostriedkov (tzv. RGS skére), test
nuteného plavania ako aj aplikacia miRNA olig do chvosta spadaju z hl'adiska definicie krutosti
do kategérie ,,stredné.

b) preukizanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Uplatiiovanie zasad 3R
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1. Nahradenie zvierat (Replacement; Zd6vodnenie pouZitia zvierat v projekte, zd6vodnenie
preco sa nemoZe pouZit’ alternativna metéda bez pouzitia zvierat)

Pokus je zamerany predovsetkym na zistovanie zmien spravania (charakteristickych pre
autizmus), ktoré nastanti u potomkov matiek ovplyvnenych svetlom nizkej intenzity pocas
gravidity, ako aj na zistovanie fyziologickych zmien stym suvisiacich. Je robeny
s perspektivou uplatnenia jeho vystupov aj na ¢loveka. Nahrada modelového organizmu
potkana laboratérneho nie je mozZnd, nakolko pokus nie je moZné robit’ na bunkovych
kultirach, ani na niz§ich organizmoch, ktoré nemaji vyvinuté také komplexné spravanie ako
cicavce. Z dovodu nedostatoéného mnozstva §tadii nie je v tomto pripade mozné pouZit’ ani
pocitaova simuléciu. Ked'Ze robenie pokusu v nami naplanovanom rozsahu na gravidnych
Zenach a ich detoch by bolo neetické, uvedeny model potkana laboratérneho (vzhladom na
fyziologické parametre) je najlepSou alternativou nahrady humanneho modelu.

V odbornych publikaciach venujticej sa podobnej problematike je potkan laboratérny
bezZne pouzivany ako modelovy druh pre tento typ biomedicinskeho vyskumu.

2. Redukcia poctu zvierat (Reduction; Zdévodnenie pouzitia uréeného poétu zvierat, akym
spOsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho, Ze sa pouZil miniméalny mozny pocet zvierat)

Projekt sme planovali tak, aby sme nahradili a obmedzili polty zvierat pouZitych
v planovanych experimentoch, aby sme zaroven boli schopni ziskat’ idaje a vystupy, ktoré
mozZu byt Statisticky spracované a aby takto ziskané vysledky boli z vedeckého hl'adiska
akceptovatelné. Pocty zvierat boli zaroveti navrhnuté tak, aby pri testoch zameranych na
vyskum spravania zohladniovali poziadavku minimalizécie zataZenia pripadajuceho na
jedno zviera (aby kazdy jedinec presiel len limitovanym poétom testov).

3. Zjemnenie (Refinement; Vysvetlit’ vyber pouZitych druhov zvierat, zddvodnenie pouZitia
zvierat’a, objasnenie spdsobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu
vykonavania postupu tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Potkan laboratérny je druh beZne pouZivany na vedecké vyskumy a pre nami realizovany
projekt je vzhladom na jeho charakter idedlnym modelovym organizmom. Zvieratd v naSom
experimente budil chované v §tandardnych podmienkach (poZadovana teplota aj vlhkost’)
certifikovaného chovného zariadenia, pricom budi mat’ k dispozicii vodu aj potravu bez
obmedzenia. VyuZzivané metodické postupy testov, v ktorych bude pozorované spravanie su
neinvazivne a nebudu zvieratdm spdsobovat’ bolest’ ani utrpenie. Ak planované postupy budi
spdsobovat’ zvieratdm urcité stradanie (ako v pripade RGS testu, testu ntiteného plavania), bude
len kratkodobé (v trvani par minnt).

Vsetky nami pouzité zvieratd budu handlované (budi denne prichddzat do kontaktu
s Clovekom), ¢&o prispeje k minimalizacii pripadného stresu pri merani vybranych
morfologickych parametrov, uréovani cyklu atieZz pri injekénej aplikacii olig/ miRNA
oligoprob. Tieto postupy budu zaroveri realizované odbornikmi s bohatymi skdsenost'ami. Pred
samotnou aplikéciou olig do chvostovej vény bude miesto vpichu znecitlivené ponorenim do
roztoku s lokalnou anestéziou.

V etape 2 bude odber mlad’at od matiek v ¢ase do odstavu (na 21. detl po narodeni) robeny
postupne, tak aby samica vzdy mala pri sebe uréity poéet mlad’at, ¢im sa bude redukovat’ jej
stres a bude moct’ v obdobi laktacie realizovat’ svoje materské spravanie.

Po aplikacii olig (v 3. etape), ale aj v pripade d’al§ich metodickych postupov spadajucich
pod strednti mieru krutosti, buda zvieratd po podstipeni takéhoto zdkroku monitorované na
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zéklade kritérif humane endpoint a zvieratim bude po jednotlivych testoch poskytnuty &as na
dostato¢nu regeneraciu.

Co sa tyka usmrcovania zvierat, zrealizuje sa so zretel'om na minimalizaciu bolesti, utrpenia,
izkosti a strachu dekapitaciou vykonanou skusenym odbornikom po predchadzajucom uvedeni
do stavu hlbokého bezvedomia.

Pocas vSetkych etap rieSenia projektu bude dodrziavanych vietkych pit slobdd uvadzanych
pri definicii zasad welfare zvierat.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvalovaniu: dno  nie
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