Priloha ¢&. 2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

NAZOV PROJEKTU: ’ o
NOVA GENERACIA ANTIDEPRES{V — DLHODOBE UCINKY NA POTOMSTVO

CISLO KONANIA ROZHODNUTIA O SCHVALENI PROJEKTU: 3334 -4 /?ffﬁ =)

KLUCOVE SLOVA: materskd  depresia, antidepresiva, vyvin mozgu, spravanie,
elektrofyzioldgia, hipokampus, serotonin, dopamin, noradrenalin, excitabilita, dlhodob4
potenciacia, potkan

UCEL PROJEKTU: Zikladny vyskum

CIEL PROJEKTU

Hlavnym cielom riesenia projektu je experimentalne $tidium Gginkov materskej depresie
a podévania antidepresivneho lieku mirtazapinu (MIR) na zdravotny stav matiek a vyvin
potomstva potkanov. V naSom projekte sa ststredime na U¢inky depresie na zdravotny stay
matiek podas gravidity a laktacie, ako aj na vyvin potomstva potkanov, a na mozZnosti
prevencie negativnych u¢inkov depresie vhodnou lietbou matky pocas gravidity. Zdravotny
stav potomstva budeme charakterizovat’ na viacerych systémovych urovniach, od vyskumu
ich spravania, cez sledovanie zmien neuronalnej excitability na trovni neurénovych sieti a
jednotlivych neurénov, biochemické zmeny metabolizmu neurénov, az po subceluldarnu
regulaciu homeostazy vapnika v neurénoch. Sustredime sa na skumanie Gi¢inkoy antidepresiva
MIR na zdravie potomstva a na vysvetlenie bunkovych mechanizmov zodpovednych za tieto
U¢inky. Pouzijeme zauZivany model materskej depresie zaloZeny na trojtyzdiiovom pdsobeni
nepredvidateného mierneho stresu v predgestatnom obdobi. V popdrodnom obdobi budeme
sledovat’ materské spravanie zvierat lieenych a nelie¢enych MIR. TaZiskom projektu bude
analyza i¢inkov lie¢by MIR pocas tehotenstva na potomstvo lieCenych a nelieéenych matiek.
Okrem toho budeme analyzovat’ pripadné pohlavné rozdiely v ti¢inkoch na samcov a samice.

Vysledky projektu prispeju k dokladnejSej charakterizacii MIR z hl'adiska jeho pozitia vo

farmakoterapii materskej depresie a k pochopeniu celularnach a subcelularnych mechanizmov
Jjeho ¢inkov.

PRINOS PROJEKTU

Hlavnym prinosom riegenia projektu bude ziskanie novych poznatkov o pdsobeni samotne;j
materskej depresie a/alebo v kombinacii s MIR na zdravotny stav aspravanie matiek

mnoZstvo experimentalnych a klinickych prac hodnotiacich bezpednost’ pouZivania
antidepresiv po¢as tehotenstva a laktécie, nage vysledky mdzu poskytnit podporné argumenty
na ich pouzitie v lie¢be materskej depresie. Pozitivne ako aj negativne vysledky prispeju do
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debaty, &i liegit’ alebo nelie¢it materska depresiu, a ak 4no, akym sposobom a pouzitim akych
liekov.

DRUH POUZITYCH ZVIERAT A ICH POCTY

V jednotlivych experimentalnych Studiach pouzijeme laboratorne potkany druhu Rattus
norvergicus var. alba, kmeia Sprague Dawley

V rdmei projektu pouzijeme 120 samic a 40 samcov. Budeme ich parit’ v pomere 1 samec : 3
samice. Predpokladdme, Ze v kazdej skupine sa pripari najviac 12 samic, ktoré budu sperm
pozitivne a gravidné. Spolu pouzijeme na cely projekt 120 dospelych samic a 40 samcov.
Celkovo ratame s 96 gravidnymi matkami, ktoré budi mat’ spolu asi 1536 mlad’at, v d’alSich
postupoch pouzije vsak len 768 mlad’at. Samce, nepriparené samice a nadbyto¢né mlad’ata
humanne utratime podanim nadmerného m noZstva anestetika.

Skupiny zvierat pre kazdi jednotlivi etapu postupov

Nestresované + vehikulum 12 matiek (celkovo 15 samic)
Nestresované + MIR 12 matiek (celkovo 15 samic)
Stresované + vehikulum 12 matiek (celkovo 15 samic)
Stresované + MIR 12 matiek (celkovo 15 samic)

Kazdej matke nechame vo vrhu od 4 dta PP 4 samce a 4 samice:

Nestresované + vehikulum 96 mladat (celkovo asi 192 mladat)
Nestresované + MIR 96 mladat (celkovo asi 192 miad’at)
Stresované + vehikulum 96 mladat (celkovo asi 192 mlad’at)
Stresované -+ MIR 96 mlad’at (celkovo asi 192 mlad’at)
Za cely projekt to bude:

Nestresované + vehikulum 24 matiek (celkovo 30 samic)
Nestresované + MIR 24 matiek (celkovo 30 samic)
Stresované + vehikulum 24 matiek (celkovo 30 samic)
Stresované + MIR 24 matiek (celkovo 30 samic)
SPOLU 96 matiek (celkovo 120 samic)
Nestresované + vehikulum 192 mladat (celkovo asi 384 mlad’at)
Nestresované + MIR 192 mlad’at (celkovo asi 384 mlad'at)
Stresované + vehikulum 192 mlad’at (celkovo asi 384 mlad'at)
Stresované + MIR 192 mlad’at (celkovo asi 384 mlad’at)
SPOLU 768 mlad’at (celkovo asi 1536 mlad’at)



PREDPOKLADANY NEPRIAZNIVY VPLYV/UIMA NA POUZITE ZVIERATA
V RAMCI VYKONAVANIA PROJEKTU

Zvierata az do zadatia experimentalneho postupu nebudu vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom.

Chronicky nepredvidatel’ny mierny stres, ktorému vystavime samice potkanov v trvani 3
tyzdiiov nepredstavuje pre zvierata zavazny nepriaznivy vplyv a nesposobuje ujmu na
fyzickom zdravi. Zvieratam sposobuje diskomfort, lebo su zvyknuté na Standardné
podmienky, pravidelny prijém stravy a obohatené prostredie. Na zmiernenie diskomfortu
vZdy po sérii 6 dni vystavenia stresorom, budi mat’ zvierata 1 defi bez stresového podnetu za
icelom zotavenia. Celkovo hodnotime troveii krutosti ako slabu/strednti.

Testované antidepresivum MIR budeme podavat’ rozpustené vo vode a injikované do
keksikov. MIR je antidepresivum, ktoré vyvoj, predklinicky a klinicky vyskum nepreukazali
zavazné velajie nepriaznivé ucinky. V koncentracii, ktord budeme aplikovat, je MR
bezpe€na a netoxicku latka.

Behaviorilne testy st neinvazivne, vychadzaju z prirodzenych spontannych foriem Spravania
zvierat a za Ziadnych okolnosti nespdsobuji zvierat'u bolest’ ani utrpenie. Celkovo hodnotime
trove krutosti s vynimkou niteného plavania ako slab.

Pred in vivo elektrofyziologickym meranim buda zvieratad podrobené celkovej anestézii. Po
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ukonceni tohto merania budt humanne usmrtené podanim nadmerného mno#stva anestetika.

Klasifikdcia krutosti postupu pri chronickom nepredvidatel’'nom miernom strese:

Stresovy podnet Klasifikicia krutosti postupu

Naklonena vanica Slaba

Odobratie potravy Slaba

Mokré podstielka Slaba

Nadpodget zvierat vo vanici Slaba

Stroboskopicky efekt Slaba |
LOdobratie vody Stredna

Predpokladana iirovenn krutosti chronického nepredvidatel’ného mierneho stresu:
STREDNA.




Klasifikdcia krutosti pri d’alsich pouZitych postupoch a testoch:

Pouzity postup/test Klasifikacia krutosti postupu ]
Aplikacia latky MIR Slaba
Vézenie zvierat Slaba
Test preferencie sacharozy Slaba
Materské spravanie Slaba
Hravé spravanie Slaba
Test otvoreného pola Slaba
Test niateného plavania Stredna
Elektrofyziologia in vivo Stredna
=]

Predpokladana celkova firoven krutosti: STREDNA

O utrateni zvierat mimo planovanych postupov bude rozhodn

endpoint score®;

uté na zéklade tzv. ,human

Parameter PREJAV SKORE
Normalny 0
Valtiiad Absencia istenia srsti 1
Piloerekcia, chilenie sa 2
Normalny 0
Prijem potravy a vody Prijima: telesnd hmotnost’ zniZena o 10-15% 1
Neprijima potravu, ani vodu 2
Norméline 0
Prirodzené sprivanie Menej pohyblivé a pozorné, izolované 1
Vokalizacia, sebamrzadenie, nepokojne, alebo nehybné 2
Normaine 0
Provokované sprvanie Zmeny v oakdvanom spravani 1
Reaguje prudko, alebo vel'mi slabo a prekomatozne 2
SPOLU 0-8 J




Hodnotenie skére:

0-2 norma
3-5 vyZiadanie ndzoru veterindrneho lekéra
6 a viac cutandzia

SULAD S POZIADAVKAMI »3R*
»Replacement“ — z4sada nahradenia

Postupy nie je moZné nahradit alternativnym modelom. Ide komplexny model depresivnej
poruchy (v kombinacii s antidepresivom MIR) pocas tehotenstva a lakticie a jej u¢inkov na
matersky organizmus a vyvin plodu a novorodenca. Jednotlivé fyziologické systémové tirovne
sU navzajom poprepajané, navzdjom sa ovlyviiuju, regulujii a modulujii funkcie inych
systémov. Vyvin mozgu s dérazom na fukéné Zmeny a neurobehaviorélne poruchy je mozné
Studovat’ len na komplexnom Zivom organizme s vyvinutymi schopnosti komunikécie
S prostredim a ostatnymi jedincami v ramci druhu (adaptacie, ucenie, socialne spravanie,
spravanie podobné depresii a uzkosti, excitabilita nervového systému). Rovnako nie je mozné
vyskum uskutoénit’ na fylogeneticky niz$om druhu Zivodichov.

sReduktion“ — zdsada obmedzenia podtu

Pri planovani podtu zvierat na skupiny sme brali do uvahy skuto¢nost’, Ze ide o projekt
zamerany hlavne na vyskum spravania. Hodnotenje spravania je vel'mi naro¢né a jednotlivé
formy spravania vykazujli vyznamnu interindividualnu variabilitu. Podet zvierat v skupinach
zodpoveda poétom, na zaklade ktorych mézu byt ziskané vysledky Statisticky vyhodnotené
tak, aby nebol ohrozeny ciel projektu a bola zabezpecena reprodukovatelnost’ a validita
vysledkov. Reprodukovatel'né vysledky je mozné ziskat len pri spracovani dostato&ného
poctu zvierat. ZniZovanie poctu zvierat v postupe predstavuje riziko falogne negativnych
alebo falodne pozitivnych vysledkov, ktoré by potencidlne viedli k neopodstatnenym
postupom na d'alich zvieratach. Poget mlad'at vo vSetkych vrhoch budeme redukovat (tzv.
»culling®) na 4 samce a 4 samice, aby sme ziskali, ¢o najhomogénnejsie skupiny mladat na
behaviorélne testy. Po ukonéeni testoy bud zvierata huméanne utratené a ich mozgy pouzité
na post mortem Studie, takze nebude nutné za tymto u¢elom navysovat pocet zvierat.

»Refinement” — z4sada Zjemnenia

So zvieratami budeme $etrne zaobchadzat’ po celi dobu projektu a budd pod kazdodennym
dohl'adom skusenych pracovnikov. Kazde zviera bude dopredu uréené na absolvovanie
jedného behavioralneho testu, kazdé zviera absolvuje len jeden konrétny test, ¢o prispeje k ich
komfortu. Zvierata budu monitorované poéas celej dizky experimentu na zékladne ,humane
endpoint“ skére bude rozhodnuté a pokraCovani alebo zastaveni experimentu. S cielom
minimalizovat’ stres y zvierat, budd pri experimente pritomné len osoby nevyhnutné na
vykonanie samotného pokusu. Zdravotny stav zvierat bude denne monitorovany. Po ukond&eni
behaviordlnych testoy a humannom usmrteni zvierat sa uz dalej bude pracovat len
S mozgovymi tkanivami, V pripade elektrofyziologickej &tudie in vivo  bude postup
vykonavany v celkovej anestézii s pouZitim inzulinovych strieka¢iek s najtensimi ihlami, ¢o
minimalizuje utrpenie zvierat pri aplikacii roztokov intraperitonedlne., Na projekte sa budu
podiel’at’ len skdseni pracovnici vyskoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.

SPATNE POSUDENIE: NIE
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu: Skuska na neskodnost- ne$pecifické neskodnost

Abnormal toxicity, Ph. Eur. (2.6.9).

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4359/2020-220

Kricové slova v projekte (max 5 slov): mys, moréa, neskodnost’, vakeina, imunosérum

Uéel projektu: Regula¢né metddy s rutinnym pouzivanim

Ciele projektu:

Ciefom je poznanie reakcie Zivého organizmu na podanie huméanneho pripravku, moznou reakciou
v mieste podania, ako aj systémového pbsobenia v suvislosti s ochranou zdravia Pudi z pohl'adu
bezpecnosti, neskodnosti a kvality lickov.

Prinos z predpokladaného projektu:
Vakciny aimunoséra pre humdinne pouZitie zasadne zasahuju do funkcie imunitného systému
organizmu s cielom ochrany pred danym ochorenim. Je potrebné neustle zvySovat' bezpetnost
takychto pripravkov a neuptidtat’ od ich testovania ale naopak posilnit’ overovanie ich neskodnosti in
vivo na zvieracich modeloch. Navrhované postupy vychadzaji z regulovaného liekopisného modelu.
Vysledky projektu vyrazne prispievaju k bezpe&nosti a ochrane zdravia ludi.

Druhy pouZitych zvierat a ich poéty: Moréa doméce 2 ks na 1 $ar¥u testovaného pripravku, Mys$
laboratorna 5 ks na 1 $arZu testovaného pripravku. Spolu Jje planované otestovat’ 50 ks Sari.

Mys laboratérna
Morca domace

50x5=250
50x2=100

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:

___Charakteristika postupu

Vplyv na zviera

Zaradenie podl’a krutosti

Vézenie zvierat Kratkodoby mierny stres slabé
Kratka fix4cia pri aplikacii Kréatkodoby mierny stres slabé
Jednorazova i.p..aplikécia Kratkodobé obme,d zenie, bolest slabé

. ) slaba

Zvysena telesna teplota
Testovanie ockovacej latky P 1Radne, jnozy nasu}p kruté
zavazného ochorenia vediiceho

Ghynu

Celkové hodnotenie krutosti postupu Kruté

Uroveii krutosti: kruté

Preukazanie siiladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia: Uplatiiovanie zdsad

3R
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1. Nahradenie:

Druh zvierata sa v sicasnosti neda nahradit, nakolko je uréeny pouzivanou metédou - Skuska na
neskodnost-nespecifickd neskodnost’ / Abnormal toxicity, Ph. Eur. (2.6.9). Je to genericky postup —
regulovand liekopisnd metéda, EUROPEAN PHARMACOPOEIA, Ph. Eur. (2.6.9). Poziadavky
eur6pskeho liekopisu pre lieky /kvalitativne a kvantitativne/ uvedené vo vSeobecnych a $pecifickych
monografiach st pravne zividzné pre vyrobu a kontrolu liekov — genericky postup. Pouzitie zvierat je
pri tomto humannom pripravku stéle potrebné kvéli jeho SirSej aplikacii v huménnej medicine pri
zachovani zdravia obyvatel'stva.

2. Redukcia poctu zvierat:

Dalsie zniZenie poltu zvierat by sa negativne prejavilo na reprodukovatelnosti vysledkov ato aj
v désledku moznej variabilite imunologickych parametrov u mor&iat a mysi. Pocet zvierat vybranych do
postupu je povaZovany za minimélny a nevyhnutny, vyhovujici potrebam liekopisu.

3. Zjemnenie:

Zasada zjemnenia bude dodrziavand v plnej miere odo dita dodavky zvierat do zvieratnika. Podas
karantény prejdi zvieratd procesom handlingu. Pri Standardnej dennej jemnej manipulécii si zvyknd na
pritomnost’ loveka a na bezné denné procedury (&istenie, kfmenie, napajanie, kontrola zdravotného
stavu). Aplikdcie latok budi vykonavané Setrne osobami, ktoré maji bohaté skusenosti v tejto oblasti
a boli patriéne vyskolené. Zdravotny stav zvierat bude min. 2x denne monitorovany, kazdd zmena
indikujuca zhordenie zdravotného stavu bude po konzultacii so zmluvnym veterinarnym lekarom ihned’
rieSena na zéklade vypracovaného humane endpoint.

) |

Skére |Deitl |Defi2 [Deii3 | Deiid | Deii5 | Deti 6 | Deit 7

Hmotnost’ | Normalna 0
_ | <5% 1
5%-10% 2

<15% 3

| VzhPad | Normalny 0
B Mierne zanedbané 1

Hladka srst, vytok z | 2
nozdier alebo odi

ZjeZena srst’, 3
abnormalny postoj

| Spravanie | Normalne 0

Mierne zmeny 1

Znizend pohyblivost’ | 2
a izolovanie sa

' Vokalizacia, 3
samoposkodzovanie,
nepokoj, nehybnost

Celkové skore

=i

Ak sa dosiahne skére 3 v ktorejkol'vek kategérii alebo celkovo 6, zviera bude neodkladne usmrtené.
VSetky zvierata budu usmrtené podla Zz, NV &, 377/2012
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Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: ano  nie



Priloha ¢. 2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
Nazov projektu: ‘5 5- ¥ 4. /02 0> O —22

Funk¢na validacia inovativnej antisense platformy pre chronicki myeloidni leukémiu in vivo
Kruéové slova:

chronicka myeloidn4 leukémia, antisense terapia, mysi

Utel projektu:

Zakladny biomedicinsky vyskum

Ciel’ projektu:

Predkladany projekt je zasadeny do kontextu zékladného vyskumu chronickej myeloidnej leukémie (CML)
s ambiciou klinického vyuZitia nielen pre CML, ale aj pre d’al$ie ochorenia so znémou molekuldrnou podstatou.
Predkladany projekt sa opiera o enormny potencial inovativnej platformy antisense molekuly, ktorej u&innost’ a
schopnost posobit’ vylu¢ne v nadorovych bunkach bola uz potvrdend in vitro.

Cielom experimentalnej prace v ramci navrhovaného projektu je overit’ ﬁéinnost’, predmetnej antisense platformy
in vivo v zmysle zlep8enia klinickych parametrov u mysi s vyvolanou CML. Uspegné vysledky by mali viest’
k zlep8eniu klinického obrazu a zefektivneniu lieby CML.

Prinos projektu:

Hlavnym cielom, a zdroveii prinosom projektu je potvrdenie selektivneho terapeutického uginku inovativnej
antisense platformy v lietbe CML in vivo. Jednym z vystupov projektu bude takisto postudenie aplikaéného
potencialu tohto typu liegiv pre protileukeicku terapiu pre klinicki prax. Téma vyuzitia a implementdcie antisense
terapeutik do Sirokej palety diagnéz je v dnesnej dobe intenzivne diskutovana a moZno junepochybne oznagit’ za
Jjednu z najrychlejdie a najdynamickejsie sa rozvijajucu oblast modemej mediciny, ¢o sa tyka de novo liediv
a terapeutickych postupov. Predmetnym projektom ziskané jedine¢né a origindlne data prinesu vedeckej komunite
kvalitativne kIi¢ové poznatky o charaktere a moznostiach vyuZitia antisense systémov, na ktoré sa uZ dnes
nahliada ako na novii ti¢innu zbrai v lie¢be nddorovych aj nenadorovych ochoreni, navyse s potencidlom priameho
personalizovania,

Ocakavané vedecké déta tak prinesti novii liniu previazanych poznatkov s priamym dopadom pre vyskum novych
lie€ebnych modalit v oblasti CML a generalizovatelny pohl'ad na efektivnost a funk&nost vyvinutej antisense
platformy pre Sirok paletu geneticky podmienenych ochoreni.

Polet a druh pouZitych zvierat:

Mys laboratérna 8-10 tyZdtiov, samce

¢ Kmeit C57BL/6 (navrhovany po&et 30 jedincov na pilotnd tadiu projektu)

*  Kmeti SCID hairless (navrhovany po&et 30 jedincov na pilotnii §tadiu projektu)

*  Kmeii zvoleny na zéklade vysledkov pilotnej $tudie C57BL/6 alebo SCID hairless (navrhovany podet 180
jedincov na 48 mesiacov riedenia projektu)



Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania projektu:

Podas véZenia zvierat sa neotakdva nepriaznivy vplyv na zdravotny stav zvierat a iba kratkotrvajuca mierna
nepohoda. Aplikacia do retroorbitdlneho sinusu je pre zvieratd stresujlica, preto bude prebiehat’ v kratkodobej
anestézii (izofluran). Vzhladom na intenzivny vyskum v tejto oblasti je vyvolany stav CML u my3i pomerne dobre
preskiimany a vaZne zhor$enie zdravotného stavu a pripadnd umrtnost’ sa ofakédva 6-8 tyZdtiov po aplikacii
leukemickych buniek (Skorski et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91:4504-4508; Chen et al., J. Natl. Cancer
Inst. 2013, 105:405-423; Zhang et al., Cancer Cell 2010, 17(5):427-442). Aby smie v¥ak nevyligili moZnost, Ze
sa tak znejakého, v tomto momente neznameho ddvodu, méze staf, predpok&adéme. Ze pripadnd Gmrtnost
nepresiahne 5%. Ked'Ze na$ projekt ukonduje vyvolany stav najneskor na 32 defi po aplikacii tychto buniek,

neodakavame vazne zhor$enie zdravotného stava zvierat: K pozorovanym priznakom patri ne&istena srst, paralyza
zadnych kongatin a letargia, ktoré si znakom véazneho ochorenia (Kamps a Baltimore, Molecular and Cellular
Biology 1993, 13(1):351-357), ktoré my ale neplanujeme sledovat, &i%e po prvych prejavoch ktoréhokol'vek
z tychto priznakov by sme my3ky humanne utratili. Zdravotny stav zvierat bude monitorovany na dennej baze
a u zvierat vykazujticich znaky bolesti, pripadne iného stresu ako zhrbeny postoj, najeZené srst, privreté ogi, strata
hmotnosti, atd’. bude ad hoc zvaZené ukondenie experimentdlneho postupu. Za , Aumane end-point* sa bude
povazovat’ skore 4 vypotitané na zaklade publikacie Langford DJ. a kol., 2010: Coding of facial expressions of
pain in the laboratory mouse, NATURE METHODS, VOL.7 NO. 6 JUNE 2010; doi:10.1038/nmeth.1455 (Tabulka
v Prilohe 3.5), kedy bude postup okamZite ukon&eny humannym sposobom, #. aplikovanim letalnej davky
tiopentalu.

Predpokladana tiroveii krutosti:
Stredna.

K utrpeniu zvierat pri injek&nych aplikaciach nedochadza, ked’ze iv. aplikdciu (s pouzitim inzulinovych
striekaiek s najten§imi ihlami) zvierat podstupia v kratkej narkoze. Intraperitonedlna aplikacia letalnej davky
tiopentalu bude podévand identickymi ihlami a strickatkami bez narkézy. Vzhladom na opakovanu iv. aplikaciu
lie&iva a na to, Ze sa neda vylugit negativny vplyv indukovanej CML na pohodlie zvierat, predpokladana uroveti
krutosti je stanovend ako strednd.

Salad s poZiadavkami ,,3R*

Nahradenie:

Napriek tomu, e je snaha minimalizovat’ experimenty na laboraténych zvieratdch (3 R zasady), v pripade latok,
ktorych pdsobenie by mohlo pomdct v liegbe ochoreni a mohli by sa dostat’ do klinickej praxe st nevyhnutné
studie na wrovni experimentalnych zvierat. Alternativne metédy nedokdZzu zachytit' zloZitost skumanej
problematiky, a preto sa nimi nedaju nahradit’ navrhované postupy. Testovanim iz vitro nie je moZné sledovat’
komplexné interakcie prebiehajuce v organizme, napriklad reakciu imunitného systému a tkanivovi distribtciu
latok, ani nie je moZné vyhodnotit’ celkovi terapeuticki iginnost’ preparatov. Antisense platforma, ktora sa planuje
v ramci predkladaného projektu testovat’ bola dlhodobo a spol'ahlivo testovand a validovana in vitro a vykazovala
zanedbatePnu toxicitu a vysoku anti-leukemicku aktivitu, priom neboli pozorované Ziadne negativne U¢inky na
zdravé bunky. Preto sa v ramci projektu planuje pristupit’ k raciondinym testom na hlodavcoch, ktoré sa v tomto
§tadiu vyskumu nedaji nahradit’ inym postupom.

Obmedzenie:

Na zéklade dostupnych udajov z literatury a nadich vlastnych skusenosti je po&et zvierat navrhnuty tak, aby bolo
mo#né ziskat’ ucelené vedecké dita so Statistickou vyznamnostou. Celkové mnoZstvo experimentalnych zvierat
neprekro¢i pocet 240 jedincov (pilotna aj experimentdlna §tadia spolu). Naplanovand pilotna 3tidia vyraznym
spdsobom prispeje k redukeii po&tu experimentdlnych zvierat, ked’Ze v ramci nej na malom polte zvierat
stanovime presné parametre, ktoré sa pouZiju v experimentalnej $tudii (kmeil my3i, mnoZstvo inokulovanych
buniek, davku antisense platformy). Pre planované in vivo experimenty bude pouZité len antisense platforma, ktora



uZ bola v minulosti validovana in vitro a ktora preukazatelne vykazuje silny a hlavne selektivny anti-leukemicky
i¢inok s nepozorovanym negativnym dopadom na zdravé bunky. Realizacia projektu je planovand na 48 mesiacov.
Nakolko sa jedn4 o $tudiu uplne novej antisense platformy, je zvoleny podet experimentalnych zvierat pte ispesnu
realizaciu projektu adekvatny. V pripade ziskania tatisticky spracovatelnych vysledkov uZ v rdamci pilotnej Stidie,
budi aj tieto zvieratd zaratané do experimentdlnej ¥tudie. V pripade Statisticky podloZenej tspeXnosti
navrhovanych experimentalnych postupov bude operativne redukovany celkovy po&et planovanych zvierat.

Zjemnenie:

Experimentalne zvieratd budu chované v skupindch umoZiujucich prirodzené socidlne sprdvanie so stalym
prisunom potravy a pitnej vody v podmienkach pravidelného 12 h/12 h svetelného reZimu. Prostredie chovnych
klietok bude obohatené o material umoZiiujuci ukryt a stavbu hniezd. So zvieratami sa bude zaobchddzat’ opatrne
a citlivo. Pouzitie inzulinovych striekadiek s najtengimi ihlami minimalizuje utrpenie zviérat pri aplikdcii roztokov
subkutanne, intraperitonedlne aj intravenézne. NavyZe, i.v. aplikdcie buda vykondvané v anestezovanych
zvieratich, o vyrazne mizuje diskomfort asociovany s injekénym podanim. Méme vypracovany humane end
point na usmrtenie zvierat, ktoré dosiahli skore 4 (Tabul'ka v Prilohe 3.5). Na projekte sa budii podielat’ len skuseni
pracovnici vy¥koleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Spiitné posidenie projektu:
Projekt nepodlieha spitnému postdeniu,
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/
Nazov projektu: Uloha cholinesterdz v metabolickom syndréme

KPucové slova: metabolicky syndrém, cholinesterazy, kardiovaskuldrny systém, cievy, tukové tkanivo,
potkan

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:

Utel projektu: zdkladny vyskum
Ciel’ projektu

Metabolicky syndrém postihuje zhruba 20% slovenskej populdcie. Charakterizuje ho predovSetkym
spoloCny vyskyt pordch metabolizmu cukrov a lipidov. Napriek indicidm o vztahu medzi
cholinesterdzami (ChE) a komponentmi metabolického syndrému, nebola doteraz tloha tychto
enzymov v patogenéze metabolického syndrému komplexne popisand. Cielom projektu je objasnit
vztah medzi ChE a patolégiami vymedzujicimi metabolickym syndrémom, predovietkym so
zameranim na rozvoj obezity, poruchy v lipidovom a glukézovom metabolizme, anatomické a
fyziologické zmeny srdca a ciev, zdpalové procesy (plazmatické zdpalové markery), anatomicko-
funkéné vlastnosti kosti.

Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladdme prinos novych informécif o dlohe ChE a ich zapojenti pri vzniku a vyvoji metabolického
syndrému, ktory je vyznamnym rizikovym faktorom vzniku kardiovaskuldrnych ochorent aj diabetu 2.
typu. Objasnenie dlohy ChE méze viest' k otvoreniu novych diagnostickych a farmakoterapeutickych
pristupov v manaZmente metabolického syndrému.

Druhy pouZitjch zvierat a ich predbeiné pocty :
Potkany, samce rodu Wistar 216 ks a samce rodu SHR 144 ks.
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:

Zvieratdm bude poddvani strava obohaten4 o tuky a/ alebo frukt6zu, ktor4 je pre ne chutovo atraktivna.
Okrem priberania na hmotnosti a pripadne navodenej hypertenzie nebudd zvierat vystavené Ziadnemu
fyzickému ani psychickému utrpeniu.

Zvieratdm bude merany krvny tlak umiestnenim manZety na chvoste. Toto zahfiia kritkodobé
obmedzenie pohybu a nahriatie na 37 °C pogas priblizne 10-15 miniit a je pre zvierat4 bezbolestné.

Na overenie G¢innosti podanej lie¢by bude zvieratdm maximélne dvakrat odobraté malé mnoZstvo krvi
(< 100 pl) z chvostove;j Zily.

Utratenie zvierat bude prebiehat’ bezbolestne v CO, atmosfére, kde dochddza k rychlej strate vedomia.

Predpokladana tdroveii krutosti:



Navrhovany postup klasifikujeme ako stredne kruty. Klasifikdciu miery krutosti jednotlivych postupov
zhffia nasledovné tabulka.

Tabulka: Klasifikdcia krutosti navrhovanych postupov

Navrhovany postup Opakovanie Klasifikacia
krutosti
VéZenie zvierat ano slaba
Podavanie lietiva peroralne v pitnej vode ano slaba
Odber < 100 pl krvi z chvostovej zily max 2 odbery na zviera, druhy | stredna

odber len v pripade
nepostadujucej inhibicie ChE

Podavanie modifikovanej stravy a jej dopad | ano strednd
na zdravotny stav zvierat

Meranie krvého tlaku atepovej frekvencie | éno slaba
pomocou tail-cuff metddy

Uplatiiovanie zdsad 3R

Pri préci so zvieratami budd dodrZané vietky predpisané predpisy a smernice pre chov a zaobchddzanie
s laboratérnymi zvieratami podl'a zasad 3 R.

Nahradenie (Replacement)

Predkladany projekt m4 za ciel’ objasnit’ dynamiku patofyziologickych mechanizmov zapojenia
ChE do vzniku MS na dirovni metabolizmu, kardiovaskuldrnych zmien a vlastnosti kosti. Stcastou
projektu sd merania fyziologickych parametrov ako mnoZstvo prijatej potravy/ vody, ndrast hmotnosti,
meranie tlaku krvi, kontraktility ciev a fyziologickych parametrov srdcovej &innosti. TaktieZ budui
stanovené biochemické markery v plazme, vykonané imunochemické a aktivitné farbenia na drovni
intaktného tukového tkaniva aciev. VzhPadom na uvedené nie je moZné experimentdlne ziskané
informécie nahradit’ experimentami in vifro na bunkovych kultdrach. V intaktnom organizme zvierata
totiz dochddza ku komplexnym ovplyvneniam orgdnovych systémov medzi sebou a ztoho
vyplyvajiicim kompenza¢nym mechanizmom, ktoré nie je moZné simulovat’ v bunkovych kultirach.
Vlastnosti a fenotyp bunkovych kultir sa tieZ mdZe vyrazne liSit' od vlastnosti tkaniv z intaktného
organu. Rovnako nie je moZné vyhodnotit' zapojenie ChE na trovni jednotlivych tkaniv ex vivo, nakol’ko
takyto pristup postrada informacie o dynamike patofyziologickych procesov MS. TaktieZ nie je moZné
simulovat uvedené podmienky in silico, nakolko chybaji vstupné informacie o dcasti ChE
v skimanych patofyziologickych procesoch.

Nahradenie (replacement) vSak pldnujeme pri titrdcii ddvky selektivnych inhibitorov, kde
vyuZijeme experimenty in vitro, ateda nebudeme testovat’ toxicitu a inhibiénd schopnost’ priamo
v animalnych modeloch. Spréivanie inhibitorov overime v inhibi¢nych biochemickych experimentoch
s purifikovanym natfvnym (Schopfer et al., 2019) alebo rekombinantnym enzymom (Lockridge et al.,
2018), popripade priamo s l'udskym, my3acim a potkanim sérom, ktoré su zbierané priebeZne v rimci
schvalenych experimentov na katedre a uchovévané pri -80°C (v ramci programu zdiel’ania tkaniv, ktory



dlhoro¢ne tdspesne realizujeme na nasom pracovisku). Okrem toho budeme pracovat sudajmi z
dostupnych toxikologickych databdz a publikovanych toxikologickych pric, na zaklade ktorych
vyberieme ddvku s inhibiénou é&innostou na aktivitu ChE, ktord v8ak nespdsobuje Ziadne priznaky
toxicity in vivo.

Obmedzenie (Reduction)

V experimentoch bude pouZity minimalny polet experimentalnych zvierat nutny pre 3tatistické
vyhodnotenie a zéroveil na vygenerovanie relevantnych vysledkov. Vysledny podet zvierat zohladiuje
interindividudlnu variabilitu medzi jedincami v rdmci Jednej farmakologickej skupiny. Zvieratd, ktoré
budu pouZité vo faze 1 na uréenie ddvkovania inhibitora AChE donepezilu a inhibitora BChE isoOMPA,
budi zdroveii slaZit’ ako kontrolnd skupina pre fazu 2, &im sa dosiahne obmedzenie (reduction) poctu
zvierat 0 12 potkanov. Spolo&né vyuZitie zvierat vo fazach 2 a3 nie Jje mozZné z dévodu rdznych
metodickych postupov pri disekcii pre biochemické a molekuldrne experimenty a fyziologické
experimenty.

Z ddvodu maximélnej redukcie po&tu experimentélnych zvierat je dole¥ité pod&iarknut, Ze tretia
fdza bude realizovand vyludne v pripade, ak bude v druhej faze preukdzany vplyv ChE na vyvoj
metabolického syndrému. Taktie? bude realizovani vylucne v tom modeli metabolického syndrému,
kde sa preukdZzu najvyznamne;jsie cholinergické zmeny.

Kazdé experimentdlne zviera bude maximélne vyuZité z hladiska mnoZstva odobratych
a skimanych orgénov. Organy a tkaniv4, ktoré neplanujeme pouZit' v navrhovanom postupe, budu
vyuZité inymi skupinami na pracovisku v rdémci programu zdiel'ania tkaniv, ktory dlhoro&ne tispesne
realizujeme na naSom pracovisku,

Zjemnenie (Refinement)

Cholinergicky systém je extrémne citlivy na pritomnost’ stresu, preto je v navrhovanom postupe
nutné predchddzat’ akémukolvek stresu experimentdlnych zvierat. Tomuto ciePu sme detailne
prispdsobili vietky &asti protokolu nasledovne:

* Handling: Zvieratd budi pravidelne kazdy tyZdefi podrobované manipulécii (handlin g) na zniZenie
stresu pri vdZeni a merani krvného tlaku. Taktie? budii pri vymene vody a krmiva vystavované
hlasovému prejavu obsluhujiiceho personalu, &o tie¥ znf¥i droveti stresu pri vdZeni a merani tlaku.

* Separa¢né mriezky: Nakol'ko individudlne klietky sd pre socidlne zvieratd ako potkany mimoriadne
stresujiicim faktorom a zdroveii je pre relevantnost postupu nutné merat’ individudlny prijem vody
a potravy, zvolili sme chov zvierat vo vaniciach po dvoch s pritomnostou predelovacej mrieky.
V literattire je preukdzané, Ze tento spdsob chovu minimalizuje stres zvierat, nakolko je zachovany
ich vzdjomny vizudlny, Suchovy aj taktilny kontakt. Stresové markery takto chovanych zvierat sa
neliSia od zvierat chovanych v skupindch (Boggiano et al., 2008).

* Obohatené prostredie: Zvieratd budd mat’ v klietkach k dispozicii papierové hratky réznych tvarov
a farieb, ktoré budu slaZit ako skryge/ stavebny materidl, ¢im pre ne vytvorime obohatené prostredie.

e Sposob podivania farmakologickych litok: Farmakologicky aktivne litky budd zvieratim
podévané v pitnej vode, opit st&elom zniZenia ich stresu. Mame za to, Ze tak opakované
intraperitonedlne injekéné podanie ako aj podévanie gastrickou sondou by neprimerane zvySovalo
stres zvierat. Z tohto dévodu sme sa rozhodli pod4vat farmakologické latky rozpustené v pitnej vode
a zaroveil prisne monitorovat’ jej prijem na zabezpeCenie adekvitneho ddvkovania.

* Volba modifikovanej stravy: Strava zvierat bude obohatend o fruktézu a/ alebo lipidy vo forme
brav€ového tuku. Zvolené modely boli v literatire popisané ako vhodné modely pre navodenie
metabolického sysntrému a zéroveti boli odsthlasené prisluSnymi etickymi komisiami (Buettner et
al., 2006; Mahmoud and Elshazly, 2014; Panchal et al., 2011; Senaphan et al., 2015; Sutherland et




al., 2008). Obe pldnované zlozky krmiva, tak frukt6za ako aj bravéovy tuk, sd pre experimentilne
zvieratd chutovo vysoko atraktivne.

e Utratenie zvierat: Zvieratd budd huméanne utratené oxidom uhligitym. Nakolko pouZitie celkového
anestetika ovplyviluje cholinergicky systém, nie je mozné ho aplikovat’.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schvalovaniu: éne  nie
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Nazov projektu:
Vyuzitie exozémov vylu¢ovanych ludskymi mezenchymovymi stromalnymi bunkami na cieleni génovt
terapiu glioblastémov Il

Klacové slova:
Glioblastém, génova terapia, exozémy, kmefové bunky

Uéel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel' projektu: Cielom projektu je overenie moZnosti vyuZitia terapeutickych exozémov z [fudskych
mezenchymovych stromdinych buniek na cielend génovi terapiu glioblastému na principe poutitia
samovraZzedného enzymu cytozin deamindzy a predliediva 5-fluorocytozinu alebo tymidinkinazy virusu
Herpes simplex a predlie¢iva Ganclikloviru.

Prinos projektu: MozZnosti liecby gliémov, najéastejsie sa vyskytujicich priméarnych mozgovych nadorov st
velmi limitované predovSetkym kvéli invazivnej a agresivnej povahe tychto nadorov a tieZ ich schopnosti
odolat chemoterapii ¢i radioterapii. Glioblastém je spomedzi gliémov najagresivnejsi a nesie najvyssi stupefi
malignity (stupefi IV podfa WHO). Standardny postup lie¢by zatina maximalnym moznym chirurgickym
odstranenim nadoru, po ktorom nasleduje radioterapia spolu skonkomitantnou a adjuvantnou
chemoterapiou. Napriek nemalym pokrokom vo vietkych troch oblastiach lie¢by, prognéza pre pacientov
ostdva nadalej nepriazniva a skoro vidy dochddza k relapsu ochorenia. Median preZivania sa pohybuje okolo
14 mesiacov. Na Slovensku sa ro¢ne diagnostikuje okolo 200 novych pripadov glioblastému.

Projekt je orientovany na vyskum rakoviny a lie¢bu nédorového ochorenia. Rieenie projektu pribliZi tento
inovativny terapeuticky pristup k pacientom. Overf aj moZnosti neinvazivneho podania terapie.

Poet a druh pouiitych zvierat: V projekte planujeme pouzit maximalne 480 jedincov potkana
laboratérneho kmeria Sprague Dawley alebo Fischer oboch pohlavi.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouiité zvieratd v rimci vykondavania projektu: Pocas vietkych
chirurgickych zakrokov budu zvieratd v celkovej anestézii, po zakroku mézu pocitovat kratkodobu strednd
bolest (timenie analgetikami). Postupujice nadorové ochorenie (glioblastém) sa prejavi celkovym
chradnutim zvierat, zmenou spravania, smerom k Gtlmu, spavosti, znizenej pohyblivosti, predpokladéme
stratu hmotnosti, menej ¢asto ochrnutie zadnych konéatin. Ochrnutie prednych konéatin sa nevyskytuije,
rovnako sa ochorenie neprejavuje ki¢mi, zvukovymi prejavmi poukazujicimi na bolest. Na zéklade
skusenosti z predchédzajucich projektov predpokladéme, e priebeh ochorenia bude rychly, zvieratd s
nahlym zhorSenim stavu budi utratené, aby sme zabranili utrpeniu, potkany s rozvinutym ochorenim
nebudu ponechané na dofitie. Pri opakovanom podani terapie budu zvieratd pocitovat kratkodoby stres.

Predpokladana trovei krutosti: kruta

Sulad s poziadavkami , 3R
Nahradenie



Hlodavce v tomto $tadiu experimentov nie je moiné nahradit bunkovymi kultirami, ani niz&im druhom
Zivocichov, poutZitiu zvierat predchddzali/budu predchédzat stadie in vitro. AZ po overeni Géinnosti in vitro
prechadzame na in vivo postupy a pocet pouZitych zvierat sa snaZime minimalizovat pri zachovani $tatisticky
signifikantnych vysledkov.

Hlodavce v tomto Stadiu experimentov uZ nie je moiné nahradit bunkovymi kultdrami, ani niz$im druhom
Zivotichov. Overenie ucinnosti lie¢by vyZaduje komplexitu celého organizmu.

Obmedzenie

Pocet zvierat v skupindch je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky $tatisticky vyhodnotené.
Projekt nadvdzuje na predchadzajice schvalené projekty, preto sme schopni predvidat terapeutickd
acinnost ako aj priebeh ochorenia u kontrolnych skupin, & nam umoZfiuje podet zvierat v uréitych
experimentalnych skupinach redukovat.  V pripade nizkeho rozptylu hodnotenych kritérii (klinickych
priznakov, preZivania) v jednotlivych skupindch bude na Statisticky signifikantné vyhodnotenie vysledkov
postacujuci niZ3i polet zvierat. Rdtame s pouZitim jednej kontrolnej skupiny pre viacero lie¢enych skupin.
Najprv do skupiny zaradime 6 zvierat a pokial budd vysledky signifikantné, daldie 4 planované zvieratd
nepouzijeme.

Zjemnenie

Pokial to zdravotny stav zvierat moini, budd drZané vskupiniach umoZfiujicich prirodzené socidlne
spravanie so stalym prisunom potravy a pitnej vody. Na projekte sa budud podielat len skiseni pracovnici
vyskoleni na précu s laboratérnymi zvieratami. V rdmci pooperaénej starostlivosti podame lieky proti bolesti
. Zvierata s véine zhor3enym zdravotnym stavom nebud( ponechané na dotitie, budeme dbaf na
uplatiiovanie humanneho ukoncenia postupu (HUP, v projekte bude vyhodnotené ako dhyn v sdvislosti
s rozvojom ochorenia). Vykonanie HUP je v tomto projekte najdélezitej$im prvkom zjemnenia. Nedspeine
lie¢ené ako aj nelietené zvieratd budi mat rovnaké prejavy, na zéklade ktorych bol vypracovany postup na
uplatnenie HUP. Postupujlce ochorenie nie je moZné zvratit (zvierata vylieit), preto by bolo nehumanne
drZat ich pri Zivote. Pri zniZzenej pohyblivosti zvierat bude potrava a voda umiestnena priamo do klietky.
Vzaujme vacsieho komfortu nebudeme naplat maximalnu kapacitu Klietok. Prostredie obohatime
plastovymi tkrytmi uréenymi pre hlodavce. Ak bude na magneticku rezonanciu zviera prevazané v inej ako
domovskej klietke, prenesieme do klietky aj ¢ast hoblin z klietky, v ktorej bolo zviera umiestnené.

Spéatné postidenie projektu:
Postupy klasifikujeme ako ,kruté”, spétné posidenie projektu vykondme do troch mesiacov po jeho
ukonceni, t.j. do 1.2.2025.



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
podfa § 40 nariadenia viddy SR & 377/2012 Z.z.

NAZOV PROJEKTU:

KOMBINOVANA STUDIA TOXICITY PO OPAKOVANOM PODANI SO SKRININGOVYM TESTOM
REPRODUKCNEJ/VYVINOVE) TOXICITY (OECD 422)

CISLO KONANIA ROZHODNUTIA O SCHVALEN( PROJEKTU:

KLUCOVE SLOVA:

embryo-foetal toxicity, reproduction, rat, repeated oral toxicity
UCEL PROJEKTU PODLA § 3 A JEHO ZDOVODNENIE:
Aplikovany vyskum

PODROBNY POPIS CIELA PROJEKTU:

Cielom projektu (Studie) bude poskytnut podklady pre postidenie bezpeénosti chemickych latok
z hfadiska schopnosti vyvolat toxicky reakciu organizmu po opakovanom podavani latky a
odhalit potencialne negativne vplyvy na reprodukcné parametre podla metédy OECD 422.

OCAKAVANY VYSLEDOK:

Projekt poskytne informaécie, ktoré su v tomto teste z hiadiska platnej legislativy REACH pre latky
produkované v mnoistve do 100 ton/rok poZadované. Pokusna a pozorovacia stratégia su dané
metodickym postupom OECD 422, ktord je alternativou pre testy Reprodukénej skriningovej
toxicity (OECD 421) a 28-dfiovej toxicity (OECD 407) kde sa sleduju nielen reprodukéné
parametre testovanych zvierat, ale robi sa aj hematologické a biochemické vysetrenie krvi,
vySetrenie mocu, patoldgia a histopatolégia. Na zaklade vysledkov $tudie budy stanovené
hodnoty NOAEL pre reproduként a systémovl toxicitu. Prinosom tejto $tddie bude véasné
rozpoznanie toxicity skusanych latok a zabranenie negativnych vplyvov na organizmus.



DRUHY POUZITYCH ZVIERAT A ICH POCTY

Potkany kmena Wistar
328 samic, 280 samcov, cca 2240 mladat / na 4 testované latky

Na 1 testovanu latku:

Pre pilotnu €ast: 15 samcov a 15 samic

Hlavny test: 50 samcov a 62 samic + 560 mladat
Nahradné zvierata: 5 samcov a 5 samic
Hmotnost: samice 180-200g; samce 200-220g

PREDPOKLADANY NEPRIAZNIVY VPLYV/UJMA NA POUZITE ZVIERATA V RAMCI
VYKONAVANEHO POSTUPU

Pokas postupu sa bude so zvieratami zaobchadzat 3etrne v sulade so zasadami 3R s moznou
ujmou pocas vystavenia aplikacie testovanych latok. Celkovy zdravotny stav potkanov bude
sledovany podla kritérii humane endpoints, aby sa zabranilo bolesti a utrpeniu zvierat. Ak by
zviera prejavilo vyrazné zhor$enie zdravotného stavu a pohody v obdobi karantény resp. Studie,
bude huménne usmrtené (podfa ndvodu pre dany druh zvierat, priloha 2. k nariadeniu vlady
¢.377/2012 Z.z.). Zvierata prejavujlce bolest budu neodkladne humanne utratené, nie je vsak
vylucené, ze pride k Uhynu vplyvom latky, preto je pokus hodnoteny ako stredne kruty az kruty

Predpokladand droveri krutosti: strednd — kruta

- n Zaradenie podfa
Charakteristika postupu Vplyv na zviera krutosti
Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres slaba
Opakovanle Peroralne Radavanie Mierny stres, bolest slaba slaba
testovanej latky
MoZna systémova reakcia Mierna aZ silna bolest slaba - kruta
Vy$etrenia — vagindlne vytery, Mierny stres, bolest slabd slaba
Odber krvi Mierny stres stredna
Aplikécia gravidnych samic Mierny stres, bolest slabd stredna
Usmrtenie nadmernou davkou anestetika | Kratkodoby mierny stres slaba
Celkové hodnotenie krutosti skusky: strednd - krutd




SULAD S POZIADAVKOU NAHRADENIA, OBMEDZENIA A ZJEMNENIA (3R)

V projekte budu zohladniované zasady 3R.

Refinement — v postupe pri odberoch na biochemické vySetrenie odoberieme krv z
retrobulbdrneho venoplexu, v narkéze. Ako anestetikum pouzijeme Isofluran. Slaba - silnd
bolest méze byt spdsobena systémovou reakciou na podanu latku. Po podani testovanej latky
bude zvieratdm venovana pozornost. Ak by bolo utrpenie zvierat neprijatefné pristipime k
»~human end point”.

Reduction — pocty zvierat v pokuse sU primerané, redukované v maximalnej miere tak, aby sa
nemohla ovplyvnit validita pokusu a vychédzaju s pravidiel OECD 422.

Replacement — MoZnost ndhrady testami in vitro

Test kombinovanej Studie toxicity po opakovanom podani so skriningovym testom
reprodukénej/vyvinovej toxicity na zvieratach sa neda nahradit alternativnymi metddami in vitro
z dévodu potreby reakcie Zivého organizmu na podanie latky a jeho systémové pdsobenie.

VyZaduje sa spatné posudenie projektu.



Priloha ¢&. 2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU:

Nazov projektu: Udrzanie modelovej infekcie vyvolanej larvalnym $tddiom pasomnice
(cestoda) Mesocestoides vogae v laboratérnych mysiach prostrednictvom ich pasaZovania za
ucelom ich vyuzitia v experimentalnych stadiach in vivo a in vitro.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: &/43—3 — 2« ‘-,_-.--3/150

Klicové slova v projekte (max 5 slov):  Mesocestoides vogae, pasomnice, larvalne
cestodozy

Ukel projektu”:
- translacny, zakladny vyskum alebo aplikovany vyskum za G¢elom
* zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo lie¢by chordb. poskodenia zdravia alebo
inych neprirodzenyeh stavov &loveka. zvierat alebo rastlin alebo ich G¢inkov na ludi,
zvierata alebo rastliny,
* vzaume dosiahnutia ktoréhokolvek z cielov uvedenych v pismene b) pri vyvoji,
vyrobe alebo testovani kvality, G¢innosti a bezpetnosti lickov, potravin, krmiv a inych
latok alebo vyrobkov,

Ciele projektu:

Vo farmakologickom vyskume st nevyhnutné predklinické stadie, v ktorych sa na overenie
a vysvetlenie u€inkov liekov a novych aktivnych molekul vyuZivaju laboratérne zvierata.
V pripade chor6b vyvolanych parazitickymi helmintami, vritane pasomnic, je potrebné
udrZiavat’ modelové druhy v ich prirodzenych hostiteloch (hlodavce). Izolované larvy
Mesocestoides vogae budu vyuZité na pasaZovanie, infikovanie mysi vo farmakologickych
experimentoch a zvy$né na in vitro testovanie u¢inkov latok.

Prinos z vykonaného projektu:

Larvalne $tadia helmintov, vratane pasomnic, si v priebehu evolucie vyvinuli mechanizmy
umoZiiujice dlhodobé preZitie v hostitelskom organizme s dlhou fazou asymptomatického
Stadia v désledku imunosupresie. Ochorenia Pudi a zvierat spOsobené larvalnymi Stadiami
helmintov parazituji v parenchymatoznych orgénoch svojich hostitelov, vratane udi, a su
sprevadzané patologickymi prejavmi, ktoré vyrazne znizuji Géinnost’ liecby a dostupnost’
lieciv pre larvy.

Medzi hlavné patologické prejavy infekcie patri potla¢enie imunity, poSkodenie pegenie
azapal v telovych dutinach a organoch ako Je slezina. Farmakologicky vyskum sa preto
orientuje na hl'adanie novych postupov a pri lie¢be antiparazitickymi liekmi, vyvoj novych
UCinnejsich a bezpenejsich liekov a vyuZivanie kombinovanej lietby spolu s latkami
prirodného pdvodu s imunostimulaénym Gginkom.

UdrZiavanie infekcie modelovou pasomnicou v mySiach je nevyhnutné pre nasledné
experimentdlne $tudie. Izolované larvy Mesocestoides vogae budl vyuzité na pasaZovanie,



infikovanie my3i vo farmakologickych experimentoch a zvy$né na in vitro testovanie u¢inkov
novych bioaktivnych latok a ziskanie sekrecnych produktov na proteonomické analyzy.

Druhy pouZitych zvierat a ich poéty: mysi - outbredny kmeit CD1 samce/samice, spolu 120
zvierat na 5 rokov

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

Fixé4cia zvierat'a a aplikécia lariev per os vo fyziologickom roztoku im spdsobi len kratkodoby
stres trvajtici maximalne po dobu 1 mindtu. Infek&né davky st volené tak, aby nesposobili
zvieratam prepuknutie klinickych priznakov ochorenia, t.j 250-300 lariev parazita. Preto sa
nepredpoklada nepriaznivy vplyv a ujma na zvieratach. Velmi ojedinele a na zéklade
individualneho stavu zvierata sa mdZe v neskorsej faze infekcie objavit’ nepohoda v désledku
prudsieho delenia sa lariev v brusnej dutine spojena so zniZenim pohyblivosti a zniZzenym
prijmom potravy.

Predpokladana droven krutosti:
- Slaba:
-poddvanie latok cez sondu

7vieratd budu sondou infikované oralne 250-300 larvami, o nevyvola masivnu infekciu
poas prvych troch mesiacov a teda riziko akutne] bolesti sa nepredpoklada a ani obmedzenie
prijmu potravy a pohyblivosti. V priebehu infekcie (3 mesiace) zvieratd nebudu vystavovane
yiadnym inym tkonom, ktoré by im spdsobovali bolest. Pocas experimentu nedojde
k ziadnym obmedzeniam §tandardov na umiestnenie, chov a starostlivost’.

[nfekcia larvami ma pocas prvych troch mesiacov pomalsi priebeh a larvy sa za¢inaju
intenzivnejiie nepohlavne delit az od 4. mesiaca po oralne] infekcii. V tomto obdobi ich pocet
nespdsobuje zvieratdm zdravotné problémy, ktoré by im znizili ich pohodu a ovplyvnili
fyziologické potreby ako prijem potravy a vody, pohyb, spravanie, akvalitu srsti. Z tohto
dévodu sa moZe oznadit stav krutosti pocas rastu larvocyst ako stredny v dosledku variability
reakcie jednotlivych zvierat.

Uplatiiovanie zasad 3R
|. Nahradenie zvierat: Laboratérne mysi kmetia CD1 st vnimavym kmefiom vodi infekeii

larvalnym $tadiom péasomnice Mesocestoides vogae, u ktorych larvy infikujii peCent
a peritonealnu dutinu. 7ivodisne modely, vnimavé vo¢i infekciam helmintami, umoziuju
studovat’ komplexne hostitel'sko-parazitické interakcie a ich ovplyvnenie lie¢ivami a inymi
cicavéi model, na ktorom je mozné udrziavat’ infekciu. Len larvy izolované z mysi ako svojho
hostitela dokazu vyvolat' infekciu vhodnu na testovanie liekov pre humanne pouZitie.

2. Redukcia poétu zvierat: Naplanovany podet na jednotlivé odberové dni je vysledkom ¢o
najvaéej minimalizacie, tak aby nedoslo k strate modelovej infekcie. Vychadza z charakteru
infekcie a kinetiky rozmnoZovania lariev a je vysledkom co najvicsej minimalizacie. Na
zéklade toho boli zvolené aj intervaly medzi pasazami (3 mesiace). Krokom k redukcii poctu




zvierat je zniZenie podtu jedincov v skupine z 10 na 6, o je minimalny pocet na zabezpelenie
dostatku pasazovaného parazitdrneho materilu.

3. Zjemnenie: Zasada zjemnenia bude dodr¥iavand v plnej miere. Infekcia zvierat larvami sa
uskuto¢ni sondou per os, ¢o je jemnejii a prirodzeny spdsob ako je intraperitoneélna aplikacia
d'alsie zékroky na zvieratdch sa neplanuju. Miera krutosti sa povazuje za slabu. Zvieratd budd
z vlastného chovu, a preto st zvyknuté na pritomnost’ &loveka spojenu s beznymi dennymi
procedirami a manipuldciou (Cistenie, krmenie, napdjanie, kontrola zdravotného stavu).
Zvieratd budli chované v §tandardnych podmienkach nevyvolavajicich stres. V pripade
znamok zhorSeného zdravotného stavu, napr. vyrazné zniZenie lokomodéne;j aktivity, zjeZena
sist’, bude kontaktovany veterinarny lekar, zvierata budu vyradené z pokusu, uvedené do
celkovej anestézy v atmosfére CO, v komore a nasledne usmrtené cervikdlnou dislokaciou.

Projekt nebude spitne posideny po skondeni v silade s § 37 bodom 2) NV 377/2012.



