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učnl PRoJEKTIJz Základný výskum

Pľíloha č.2

NETECHNICKÉ ZHRNUTIE PRoJEKTU

ľÁzov PRoJEKTU:

CIEĽ PRoJEKTU

PRÍNos PRoJEKTU

Hlavným cieľom riešenia pľojektu je expeľimentálne štúdium účinkov mateľskej depresieapodávania antidepľesívneho lieku miľtázapínu (úrni nu zdravotný stav matiek avývinpotomstva potkanov' V našom projekte sa sústredíme na účinky depresie na zdtavotný stavmatiek počas gľavidity alaktácie,"fu ul na vývin |o,o-rtuu potkanov, a na moŽnostipľevencie negatívnych účinkov depľesie uĹodnou ri"tuou 1atky počas gľavidity. Zdravotnýstav potomstva budeme charakteľizovať na viacerych systémouy"ľ, ĺ.oíniach, od výskumuich správania' cez sledovanie zmien neuronálnej óxcitaĹitity na úrovni n.tr.onou;1ch sietí ajednotlivých neuľónov, biochemické zmeny metabolizmu neurónov, ú po subceluláľnureguláciu homeostázy vápnika v neuľónoch. Šústredí-. ,u nu skúmanie účinkov antidepresívaMIR na zdtavie potomstva a na vysvetlenie b''k";ý;ň 
"ňechanizmov 

zodpovedných za tietoúčinky' PouŽijeme zauživaný moáel materskej deprásie )abžený na trojtýždňovom pôsobenínepľedvídateľného miemeho stresu v predgesiaenäm ouaouĺ. V popôľodnom období budemesledovať materské správanie zvierat tieoeňycn un.rĺ.e"nycrr irĺinií;'i;ŕ; pľojektu budeanalýza účinkov liečby MIR počas tehotenstva na potomsĺvo liečených a neliečených matiek.okľem toho budeme analyzovat'prípadné pohlavnjro;d1;iyv účinkoch na samcov a samice.
Výsledky pľojektu pľispejú kdôkladnejšej chaľakterizácii MIR zhľadiska jeho poŽitia vo
j?ffiäHffiľ]i 

mateľskej áepresie a k pochäpeniu celularnách a subcel;ú;;'.i' mechanizmov

Hlavným pľínosom riešenia projektu uy{9 zĺ1rqie nových poznatkov o pôsobení samotnejmaterskej depľesie a/alebo v kombinácii s MIR ni žárarotny stav a správanie matieka postnatálny vývin ich potomstva na 
19znľ.ch-s1:,e-"ú.ľ' úľávniach. Tú" poznatky súnevyhnutné napr' k prehôdnoteniu používuá1u vĺŔ Ň;; tehotenstva a dojčenia v zmysleobmedzenia jeho používania alebä zniženia dávoli 

-iri 
ri.eu". KeďŽe je nedostatočnémnoŽstvo expeľimentálnych aklinických p.a. 

-rroänotiacich 
bezpečnóst, používaniaantidepresív počas tehotenitva a laktácie, nase vysledk/'ozu poskytnút, podpoľné argumentyna ich použitie v liečbe materskej depresie. Požitívne'a[o u; n"gutĺvne v;;slädky pľispejú do
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debaty, či liečiť alebo neliečiť mateľskú depresiu, a ak áno' akým spôsobom a pouŽitím akých

liekov

DRUH PoUŽITÝCH ZVIERAT A ICH PočTY

VjednotlivýchexperimentálnychštúdiáchpouŽijemelaboratórnepotkanydľuhuRattus
nirvergicuš rur. olbo,kmeňa Spľague Dawley

V ľámci pľojektu pouŽijeme 120 samíc a 40 samcov' Budeme ich páriť v pomere 1 samec : 3

samice. PľedpokladáäJ: 

'" 
ikaŽdej ,tupin.9a pripari najviac 12 samíc' ktoľé budú spenn

pozitívne a gra.rianJ. špor' použijeme áa celý iľojekt 120 dospelých samíc a 40 samcov'

Ce'kovo ráÍarne' 9e;á;iJnými matkami, ktoľďbu-dú mať spo'u asi 1536 mláďat' v ďalších

postupoch použije usär. r.., les 
^lat;:i. 

Surn"", nepľipáľené samice a nadbytočné mláďatá

humanneutľatímepodanímnadmernéhomnožstvaanestetika.

Skupiny zvieratpre každú jednotlivú etapu postupov

12 matiek (celkovo 15 samíc)

12 matiek (celkovo 15 samíc)

12 matiek (celkovo 15 samíc)

12 matiek (celkovo 15 samíc)

Každejmatke necháme vo vrhu od 4 dňa PP 4 samce a 4 samice:

Nestresované + vehikulum 96 m\áďat (celkovo asi I92 mláďat)

Nestľesované + MIR 96 mláďat (celkovo así l92 mláďat)

Stresované + vehikulum 96m\áďat (celkovo asi 192 mláďat)

Stľesované + MIR 96 m|áďaÍ (celkovo asi t92 m1áďa0

Nestľesované + vehikulum
Nestľesované + MIR
Stľesované + vehikulum
Stľesované + MIR

Za cďrý pľojekt to bude:

Nestresované + vehikulum
Nestresované + MIR
Stresované + vehikulum
Stľesované + MIR
SPOLU

Nestľesované + vehikulum
Nestresované + MIR
Stresované + vehikulum
Stľesované + MIR
SPOLU

24 matiek(celkovo 30 samíc)

24 matiek(celkovo 30 samíc)

24 matiek (celkovo 30 samíc)

24 matiek(celkovo 30 samíc)

96 matiek (celkovo 120 samíc)

l92m|áďat (celkovo asi 384 mláďat)

192 m|áďat (celkovo asi 384 mláďat)

I92m\áďat (celkovo asi 384 mláďat)

I92m|áďat (celkovo asi 384 mláďat)

768 mtáďat (celkovo asi 1536 mláďat)
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PREDPOKLADANÝ NEPRIAZNIVÝ vPLYvruJMA NA PIUŽITÉ) ZvIERATÁv nÁľĺcl vyxoľÁvĺľlipŔóĺ_nrľu

?;i;ľh.^' 
do začatia expeľimentálneho postupu nebudú vystavené žiadnym neptiaznivým

Chronický nepľedvídateloný mierny s!ľes, ktoľému vystavíme samice potkanov v trvaní 3týŽdňov nepredstavuje pľe zvieruti závažný nepriaziívy vplyv a nespôsobuje ujmu nafyzickom zdraví' Zvieiatám spôsobuje aĺsto-ioJ, i"uo sú zvyknuté na štandardnépodmienky, pravidelný pľíjem .t.uuy ä obohatene |ľosiľedie. Na zmiernenie diskomfortuvždy po sérii 6 dní vystavenia stľesoľóm, budú mat' ivieritá 1 deň bez stľesového podnetu zaúčelom zotavenia' Celkovo hodnotíme úľoveň kľutosti ako slabú/strednú.

Testované antidepľesívum MIR budeme podávať ľozpustené vo vode a injikované dokeksíkov' MIR je antidepresívum, ktoľé vyvď3, predklinij<ý a klinický výskum nepľeukázali

í"T#"T"^;']3äli"ff,riÍÍľ*" 
účinky' V koíc|ntracĺi, Ĺiorĺ budeme 

'uptikouaŕ, je MR

Behavioľálne testy'sú neinvazívn e, ry*áýajú z pľiľod zenýchspontánnych foriem spľávaniazvierat aza žiadnych.okolností nespôšobujĺ zvĺeľát'' u"i".ľ ani utľpenie. Celkovo hodnotímeúľoveň kľutosti s výnimkou núteného plávánia ako slabú.

Pred in vivo elektrofyziologickým meľaním budú zvierutápodľobené celkovej anestézii. Poukončení tohto merania budú humánne usmrtené podaním nadmeľného mnoŽstva anestetika.

Klasifikácia kľutosti postupu pľi chľonickom nepľedvídatel'nom mieľnom stľese:

[i'ťšitť""u úľoveň kľutosti chronického nepredvídatel,ného mieľneho stľesu:
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Klasifikácia kľutosti postupu

Slabá

Slabá

Slabá

Slabá

Slabá

Stredná

Stľesový podnet

vanicaNaklonená

pohavyOdobratie

Mokľá podstielka

zvieratvo vaniciNadpočet

efekt

odobľatie vody



Aplikácia látky MIR

Použifý postup/test

Test prefeľencie sacharózy

Váženie zvlerat

Mateľskésprávanie

Hravé správanie

Test nútenéhoplávania

poľaTest otvoreného

vlýotn

Slabá

Klasifikácia kľutosti postupu

Slabá

Slabá

Slabá

Slabá

Stľedná

Slabá

Stredná

Ktasifikácia kľutosti pľi ďalších použifých postupoch a testoch:

Pľedpokladaná celková úroveň krutosti: STREDNA

o utratení zvíerď mimo plánovaných postupov bude ľozhodnuté ĺa zäk|ade tzv' 'ohuman

endpoint score":

Paľameteľ

Vzhl'ad

Pľíjem potľavy a vody

Pľiľodzené spľávanie

Pľovokované spľávanie

Normálny

PREJAV

Absencia čistenia srsti

Normálny

Piloeľekcia' chúlenie sa

Neprijíma potravu, ani vodu

Pľijíma: telesná hmotnosť zníŽenáo 1 0-1 5%

Menej pohyblivé a pozoľné, izolované

Normálne

Vokalizácia, sebamrzačenie' nepokojné' alebo nehybné

Zmeĺy v očakávanom spľávaní

Noľmálne

SPOLU

Reaguje pľudko' alebo veľmi slabo a pľekomatózne

1

0

sKÓRE

2

1

0

0

2

2

1

I

0

2

0-8
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Hodnotenie skóre:
0-2
3-5

6 a viac

noľma
vyžiadanie názoru veteľináľneho |ekáľa
eutanázia

SÚLAD s POŽIADAVKAMI ,,3R,,

,rReplacementĺ. - zásada nahradenia

Postupy nie je možné nahľadit' alteľnatívnym modelom. Ide komplexný model depľesívnejporuchy (v kombinácii s antidepresíuo. MlR; počas tehotenstva a laktácie ajej účinkov namaterský organizmus a vývin ptädu a novorodenca. Jednottive fyziololickJ systémové úľovnesú navzájom poprepáj ane, Äavzájom 
^sa 

ovlyvňujú, ľegulujú a modulujú funkcie inýchsystémov' Vývin mozgu s dôrazom na fukčné ,^"iy'uneurobehaviorálne poľuchy je možnéštudovat' len na komplexnom Živom. oľganizme s vyvinutými schopnosti komunikácies prostľedím a ostatnými jedincami v rámc] dľuhu @däptácié, učenie".o"ialr'. správanie,správanie podobné depľesii a úzkosti, excitabilita ,r..uouJho systému). Rovnako nie je možnévýskum uskutočnit' na fylogeneticky niŽšom druhu zivočíchov.

''Reduktion,, 
_ zásada obmedzenia počtu

Pri plánovaní počtu zuierat na skupiny sme brali do úvahy skutočnosť , že ide o projektzameraný hlavne na výskum spľávania. Hodnotenie 
'prJuuniu 

je vel'mi ná.oeno a jednotlivéfoľmy spľávania vykazujú výziamni interindividujrní_u*iubilitu. Počet ,|níuutv skupináchzodpovedá počtom, na zélklade ktorých môŽu uyi 
'i.Ĺ""é 

výsledky štatisticky vyhodnotenétak' aby nebol ohľozený ciel' pľojektu a bola 
" 
rua"r["ĺ"ná ľeprodukovatel,nost, a validitavýsledkov' Reprodukovatel'né uy'i.aty je možné ;äŕ;' len pľi spracovaní dostatočnéhopočtu zvierat' Znižovanie počtu zvierat.v postupe pľedstavuje ľiziĹo falolne negatívnychalebo falošne pozitívnych výsledkov, \1*é by potenciamä viedli Ĺ n.opoa.tatnenýmpostupom na ďalších zvieratách. Počet mlád'at 

"ó "i.tký.h vrhoch budeme redukovat, (tzv.
"culling") na 4 samce a.4 samice, uby :*:'získali, oo näihomogénnejšie skupiny mláďat nabehavioľálne testy' Po ukončení tĹstoí budú zvieruta ľ'uňa*";;t"J;i.ň.o"gy pouŽiténa post mortem štúdie, takŽe nebude nutné za týmto účelom navyšovat, počet zvierat.

,rRefinement,, - zásada zjemnenia

So zvieľatami budeme šetme zaobchádzať,po celú dobu projektu a budú pod každodennýmdohl'adom skúsenÝch pľacovníkov' ĹaŽde zviera buJe'dopľedu určené na absolvovaniejedného behavioľáíneho testu, každrc'uĺ11'1u.olľj.'}:l j.den konrétny test, čo prispeje k ichkomfortu' Zvieratá budú monitoľované p:čT cetej aĺxý experiment u na základne ,,humaneendpoint" skóre bude ľozhodnuÍé a pôkračovuni ur.uá zastavení expeľimentu. S cieľomminimalizovat' stľes u zvietat, budú pri 
"*p.ri..nt" f,ľítomné len osoby nevyhnutné navykonanie samotného pokusu. Ždravotný stav zvierat uuä. a.nn" monitoľovaný. Po ukončeníbehaviorálnych testov a humánnom usmrtení zvierat sa uŽ d,alej bude pracovat, lens mozgovými tkanivami' V prípade elektrofyzi9rffi"; štúdie in vivo bude postupvykonávaný v celkovej anesté)ii's použitím inzulĺnffih'striekačiek s najtenšími ihlami, čominimalizuje ut{penie zvierat p.ĺ upiiĹa.iĺ ľoztoŕov- iiňup.rĺtoneálne., Na pľojekte sa budúpodieľat'len skúsení pľacovníci vyšĹolení na pľácu 

' 
uúárä:o-ymi zvieratami.

sPÄTNE PosÚDENIE: NIE
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Pľíloha č. 4, Projekt č.44,I13

NETECHNICKE ZHR.NUTIE PROJEKTU

Názov pľojektu: Skúška na neškodnosť- nešpecifická neškodnosť

Abnormal toxicity, Ph. Euľ. (2.6.9).

Císlo konania rozhodnutia o schválení pľojekt a: 43 59 12020-220

Kl'účové slová v pľojekte (max 5 slov): myš, morča, neškodnosť,vakcína,imunosérum

Učel pľojektu: Regulačné metódy s rutinným používaním

Ciele pľojektu:
Ciel'om je poznanie reakcie živého oľganizmu na podanie humánneho pľípľavku, možnou ľeakciou
v mieste podania, ako aj systémového pôsobenia v súvislosti s ochranou zdtavia l'udí zpohľadu
bezpečnosti, neškodnosti a kvality liekov.

Pľínos z pľedpokladaného pľojektu:
Vakcíny a imunoséľa pľe humánne použitie zásadne zasahujú do funkcie imunitného systému
oľganizĺnu s ciel'om ochrany pred daným ochoľením. Je potľebné neustále zvyšovať bezpečnosť
takýclrto pľípravkov a neupúšťať od ich testovania ale naopak posilniť overovanie ich neškodn osti in
vivĺ; na zvieracich modeloch. Navrhované postupy vychádzajú z regulovaného liekopisného ĺnodelu.
Výsledky projektu výĺazne prispievajú k bezpečnosti a ochrane zdraviaľudi.

Dľuhy použitých wierat a ich počty: Morča domáce 2 ks na 1 šaľžu testovaného prípľavku, Myš
iaboľatóľna 5 ks na 1 šaľžu testovaného pľípravku' Spoluje plánované otestovať 50 ks šarží.
Myš laboľatóľna 50x5:250
Morča domáce 50x2:100

Pľedpokladaný nepľiaznirrý vplyv/ ujma na použité zvieratá v ľámci vykonávania pľojektu:

Uľoveň kľutosti: kruté

Pľeukázanie súladu s požiadavkou nahľadeniao obmedzenia azjemnenia: Uplatňovanie zásad

Zaradenie pod l'a kľutosti

slabé

slabé

slabé

kľuté

Kľuté

v na zviera

Krátkodobý mieľny stľes

Krátkodobý mierny stres

Kľátkodobé obmedzenie' bolesť
slabá

Zýšená telesná teplota
pľípadne, možný nástup

záv ažneho ochorenia vedúceho

Chaľakteľistika postupu

VáŽenie zĺlierat

Kľátka fixácia pľi aplikácii

Jedlroľázová i.p..aplikácia
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Pľíloha č. 4, Pľojekt č,. 44,2l3

1. Nahľadenie:
Druh zvieraťa sa v súčasnosti nedá nahľadiť, nakol]ko je určený používanou metódou - Skúška na
neškodnosť-nešpecifická neškodnosť / Abnormal toxicity, Ph. Eur. (2.6.9). Je to generic\ý postup _
ľegulovaná liekopisná metóda, EURoPEAN PFIARMACoPoEIA' Ph. Eur. (2.6'9). Požiadavky
euľópskeho liekopisu pre lieky /kvalitatívne a kvantitatívne/ uvedené vo všeobecných a špeciÍických
monografiaclr sú právne záväzne pre qýrobu a kontľolu liekov _ geneľický postup. Použitie zvierat je
pľi tomto humánnom prípľavku stále potľebné kvôli jeho širšej aplikácii v humánnej medicíne pri
zachov aní zdr av ia o byvate l'stva.

2. Redukcia počtu zvieľat:
Ďalšie znižeĺie počtu zvierat by sa negatívne prejavilo na repľodukovatelhosti qýsledkov a to aj
v dôsledku moŽnej variabilite imunologických parametrov u morčiat a myší. Počet zvierat r,ybraných do
postupu je považovaný zaminimálny a nevyhnutný, vyhovujúci potrebám liekopisu.

3. Zjemnenĺe:
Zásada zjemnenia bude dodržiavaná v plnej mieľe odo dňa dodávky zvierat do zvieľatníka. Počas
karantény pľejdú zvieratá procesom handlingu. Pľi štandaľdnej dennej jemnej manipulácii si zr,yknú na
pľítomnosť človeka ana bežné denné pľocedúry (čistenie, kŕmenie, napájanie, kontrola zdravotného
stavu) Apiikácie látok budú vykonávané šetľne osobami, ktoré majú bohaté skúsenosti v tejto oblasti
a boli patrične vyškolené. Zdravotný stav zvierat bude min. 2x denne monitorovaný, každá zmena
indikujúca zhoľšenie zdľavotného stavu bude po konzultácii so zmluvným veteľinárnym lekáľom ihned'
ľiešená na základe lypľacovaného humane endpoint'

Aĺĺ sa dosiahne skóľe 3 v ktorejkolŤek kategórii alebo celkovo

Deň 7Deň 6Deň 5Deň 4Deň 3Deň 2Deň 1Skóľe

0

2

J

0

1

2

-t

0

1

2

ô
J

Normálna

< 50Á

5%-r0%

< LsYo

Normálny

Mierne zanedbané

Hladká srsť, ýok z
nozdieľ alebo očí
Zježená srsť,

Noľmálne

Mierne zmeny

Znižená pohyblivosť
a izolovanie sa
Yokalizácia,
samopoškodzovanie,

Celkové skóre

Hmotnost'

Vzhl'ad

Spľávanie

Všetky zvieratá budú usmľtené podl'a Zz,NY č.377l20l2
6, zviera bude neodkladne usmľtené.



Pľíloha č. 4, Projekt é.44,313

Projekt bude podliehať opätovnému schvalbvaniu: áno nie



Pľíloha č.2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Názov projektu: Ó5 ,r5 /ŕaza-z? C
/

Funkčná validácia inovatívnej antisense platfoľmy pre clrronickú myeloidnú leukémiu in vivo

Kl'účové slová:

chľonická myeloidná leukémia' antisense terapia, myši

Účel pľojektu:

ZákIadný bi om edicínsky ľý skum

Ciel'pľojektu:

Pľedkladaný projekt je zasadený do kontextu zĺĺkladného v5Ískumu chronickej myeloidnej leukémie (CML)
s ambíciou klinického využitia nielen pľe CML, ale aj pre ďalšie ochoľenia so mámóu moleŕulárnou podstatou.
Predkladaný projekt sa opiera o enoľmný potenciál inovatívnej platfoľmy antisense molekuly, ktoľej účinnosť a
schopnosť pôsobiť ýlučne v nádorov'ých bunkách bola už potvrdená in vitro.

Cieľom experimentálnej pľáce v rámci navrhovaného pľojektu je oveľiť účinnosť- predmetnej antisense platfoľmy
in vivo v zmysle zlepšenia klinických paľametrov u myší s vyvolanou CML. Uspešne r".išledky by mali viesť
k zlepšeniu klinického obrazua zefektívneniu liečby CML'

Pľínos projektu:

Hlavným cieľom, azároveň' pľínosom pľojektu je potvrdenie selektívneho teľapeutického účinku inovatívnej
antisense platfoľmy v liečbe CML in vivo. Jedným z vrýstupov projektu bude iakisto posúdenie aplikačnéhó
potenciálu tohto typu liečiv pľe pľotileukeickú teľapiu pre klinickú prax. Téma využitiaa implementácie antisense
terapeutík do šiľokej palety diagnóz je v dnešnej dobe intenzívne diskutovaná a moäro ju näpochybne označiť za
jednu z najýchlejšie anajdynamickejšie sa ľozvĺjajúcu oblasť modemej medicíny, úo sa'ýka de novo liečiv
a terapeutických postupov. Pľedmetným projektom získané jedinečné a originálĺre dáta prinesĹvedeckej komunite
kvalitatívne kl'účové pomatl<y o chaľaktere a moätostiach využitia antiiense systémov, na ktoré sa už dnes
nahliada ako na novú účinnú zbraň v liečbe nádoroých aj nenádoroqých ochorenĺ, navyše s potenciálom pľiameho
personalizovania.

očakávané vedecké dáta tak pľinesú novú líniu previazanýchpozlatkov s priamym dopadom pľe ýskum noqých
liečebných modalít v oblasti CML ageneralizovatelhý pohläd na efektívnosť-afunkčnosť vyviáutej antisense
platformy pre šiľokú palefu geneticky podmienených ochorení.

Počet a dľuh použitých zvieľat:

Myš laboľatórna 8-l0 ýŽdňov, samce

o Kmeň C57BL|6 (navrhovaný počet 30 jedincov na pilotnú štúdiu pľojektu)
o Kmeň SCID hairless (navrhovaný počet 30 jedincov na pilotnú študiu pľojektu)
o Kmeň zvolený nazĺtklade ýsledkov pilotnej študie C57BL\6 alebo SCID haiĺless (navrhovaný počet 180

jedincov na 48 mesiacov ľiešenia projektu)



Predpokladaný nepriaznivý vplyv/ujma na použité wieratá v ľámci vykonávania pľojektu:

Počas váženia zvierat sa neočakáva nepriazniý vplyv na zďravotný stav zvierat a iba kľátkotrvajúca mienra

nepohoda' Aplikácia do retroorbitálneho sínusu je pre zvieratá stresujúca, preto bude pľebiehať v krátkodobej

anestézii (izoflurán). Vzhľadom na intenzívny výskum v tejto oblasti je vyvolaný stav CML u myší pomeľne dobre

preskúmaný aváhle zhoršenie zdľavotného Stavu aprĺpadná úmľtľrosť sa očakáva 6-8 !ýždňov po aplikácii

leukemických buniek (Skoľski et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994,9l:4504-4508; Chen et al., J. Natl. Cancer

Inst. 2013, 105:405-423; Zhaĺg et al., Canceľ Cell2010, 17(5):427-442).

nepľesiďure 5o/'uKeďž-^ ffi'pľojektukončuje vyvolaný stav najnesffiľ na 32 detpo Eilikáciĺ ryóhixj brmiet,

iloóčxáv.ala+.* zoĺaľgmeĺo stavu aviEľat. K pozorovaným pľíznakom patrí nečistenásrsť,paralýza

zadných končatĺn a letaľgia, ktoré sú znakom vážneho ochoľenia (Kamps a Baltimore, Molecular and Cellulaľ
Biologl 1993, 13(1):35l-35'7), ktoré my ale neplánujeme sledovať, čiže po prvych prejavoch ktoréhokolVek

zýchto prímakov by sme myšky humiĺnne utratili. Zdravotĺý stav zvierat bude monitorovaný na dennej báze

au zvieratvykazujúcich znaky bolesti, pľípadne iného stľesu ako zhľbený postoj, najeŽeĺá sľsť, privľeté oči, strata

hmotnosti, atď. bude ad hoc zvážeĺé ukončenie expeľimentálneho postupu. Za ,,humane end-point" sa bude

považovať skóľe 4 vypočítané nazák|ade publikácie Langford DJ. akol., 2010: Coding offacial expressions of
paininthelaboľatorymouse, NATUREMETH)DS, VoL.7 No' 6JUNE2010;doi:I0.l038/nmeth.]455 (Táb.aľ*ĺĺ

'ffi.{ 
'á'}' kedy bude postup okamžite ukončený humánnym spôsobom, y'. aplikovaním letálnej dávlry

tiopentalu.

Pľedpokladaná úroveň kľutosti:

Stredná.

Kutrpeniu zvierat pri injekčných aplikáciách nedochádza, keďže Lv. aplikáciu (s použitím inzulínových

striekačiek s najtenšími ihlami) zvieratá podstúpia v krátkej naľkóze. Intľapeľitoneálna aplikácia letálnej dávky

tiopentalu bude podávaná identic[ými ihlami a striekačkamibeznarkózy. Vzhľadom na opakovanú l.v. aplikáciu

liečiva anato, že sa nedá vylúčiť negatívny vplyv indukovanej CML na pohodlie zvierat, pľedpokladaná úľoveň

kľutostije stanovená ako stľedná.

Súlad s požiadavkami rr3R"

Nahľadenie:
Napriek tomu, že je snaha minimalizovať experimenty na laboratónych zvieratách (3 R zásady), v prípade látok'

ktoých pôsobenie by mohlo pomôcť v liečbe ochorení a mohli by sa dostať do klinickej praxe sú nevyhnutné

študie na úľovni experimentálnych zvierat. Alteľnatívne metódy nedokáŽu zachytiť zložitosť skúmanej

pľoblematiky, a preto sa nimi nedajú nahľadiť navrhované postupy. Testovaním in yitro nie je moäré sledovať

komplexné interakcie prebiehajúce v organizme' napríklad reakciu imunitného systému a tkanivovú distľibúciu

látok, ani nie je možré vyhodnotiť celkovú terapeutickú účinnosť prepaľátov' Antisense platforma, ktorá sa plánuje

v rámci predkladaného projektu testovať bola dlhodobo a spoľahlivo testovaná a validovaná in vitro a vykazovala
zanedbateľnú toxicitu a vysoku antĹleukemickú aktivitu, pľičom neboli pozoľované žiadne negatĺvne účinky na

zdľave bunky. Preto sa v ľámci pľojektu plánuje pľistúpiť k racionálnym testom na hlodavcoch, ktoľé Sa v tomto

štádiu výskumu nedajú nahľadiť iným postupom.

Obmedzenie:
Na základe dostupných údajov z|iteratiry a našich vlastných skúseností je počet zvieľat navrhnuý tak, aby bolo

možné získať ucelené vedecké dáta so štatistickou ýmamnosťou. Celkové množstvo experimentálnych zvieľat

neprekročí počet 240 jedincov (pilotná aj experimentálna študia spolu). Naplánovaná pilotná štúdia ýrazným
spôsobom pľispeje k ľedukcii počtu experimentálĺych zvierat, keďže v rámci nej na malom počte zvieľat

stanovíme presné paľametľe, ktoré sa použijú v experimentálnej študii (kmeň myší' množstvo inokulovaných

buniek' dávku antisense platfoľmy). Pre plánovane invivo experimenty bude použitá len antisense platforma, ktorá
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užbola v minulosti validovaná invitro aktorápreukázatelhe vykazuje silný a hlavne selektívny anti-leukemic(ý

účinok s nepozorovaným negatívnym dopadom na zdravé bunky. Realizácia projektuje plán ovanäna 48 mesiacov.

Nakolko sa jedná o študiu úplne novej antisense platfoľmy, je zvolený počet experimentálnych zvieľat pľe úspešnú

realizáciuprojektu adekvátny. V prípade získania štatisticky spracovatelhých výsledkov už v ľámci pilotrrej štúdie,

budú aj tieto zvieratá zarátané do experimentálnej študie' V prĺpade štatisticky podloženej úspešnosti

navľhovaných experimentálnych postupov bude operatívne redukovaný celkorný počet plánovaných zvierat.

Zjemnenie:
Expeľimentá|ne zxieratĹ budú chované v skupinách umoäujúcich pľiľodzené sociálne spľávanie so stálym

prísunom potravy a piĺrej vody v podmienkach pľavide|ného l2Wl2 h svetelného ľeŽimu. Prostľedie chovných

klietok bude obohatené o materiál umožlujúci úkryt a stavbu hniezd. So zvieratami sa bude zaobchádzať opatrne

a citlivo. Použitie inzulínoýchstľiekačiek s najtenšími ihlami minima|izaje utľpenie zvierutpri aplikácii roztokov

subkutánne' intľapeľitoneálne aj intľavenózre

Na projekte sa budú podieľať len skúsení
pľacovníci vyškolení na pľácu s laboratóľnymi zvieratami.

Spätné posúdenie pľojektu:
Projekt nepodlieha spätrému posúdeniu.



Netechnické zhľnutie pľojektu i1h{3 -- 
3 / ?dza.2{:o

Názov pľojektu: Úloha cholínesteráz v metabolickom syndróme

Kllíčové slová: metabolický syndróm, cholínesterázy, kardiovaskulárny systém, cievy, tukové tkanivo,
potkan

číslo konania rozhodnutia o schválení pľojektu:

Úĺel pľojelĺtuz základný výskum

Ciel'pľojektu

Metabolický syndróm postihuje zhruba 2O%o slovenskej populácie. Chaľakteľizuje ho predovšetkým
spoločný výskyt poních metabolizmu cukľov a lipidov. Napriek indíciám o vztähu medzi
cholínesteľázami (ChE) a komponentmi metabolického syndľómu, nebola doÍeraz úloha týchto
enzýmov v patogenéze metabolického syndľómu komplexne popísaná. Cielbm projektu je objasniť
vzťah medzi ChE a patológiami vymedzujúcimi metabolickým syndrómom, predovšetkým so
zameranim na ľozvoj obezity, poruchy v lipidovom a glukózovom metabolizme' anatomické a
fyziologické zmeny srdca a ciev, zápa|ové procesy (plazmatické zápa|ové maľkeľy), anatomicko-
funkčné vlastnosti kostí.

Pľínos z vykonaného pľojektu:

Predpokladáme prínos nových informácií o úlohe ChE a ich zapojení pľi vzniku a vývoji metabolického
syndrómu, ktorý je významným rizikovým faktorom vzniku kardiovaskulárnych ochorení aj diabetu 2.
typu' objasnenie úlohy ChE môže viesť k otvoreniu nových diagnostických a faľmakoteľapeutických
prístupov v manažmente metabolického syndrómu.

Dľuhy použitých zvierata ich pľedbežné počty :

Potkany, samce rodu Wistar 216 ks a samce rodu SHR 144 ks.

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ ujma na použité zvieratáv ľámci vykonávania pľojektu:

Zvieratámbude podávaná strava obohatená o tuky ď alebo fruktózu, ktorá je pre ne chuťovo atľaktívna.
okrem pľibeľania na hmotnosti a pľípadne navodenej hypertenzie nebudú zvieratávystavené žiadnemu
fyzickému ani psychickému utrpeniu.

Zvieratám bude meľaný kľvný tlak umiestnením manžety na chvoste. Toto zahrňa krátkodobé
obmedzenie pohybu a nahriatie na37 "C počas približne 10-15 minút a je pre zvieratábezbolestné.

Na oveľenie účinnosti podanej liečby bude zvieratám maximálne dvakrát odobľaté malé množstvo kľvi
(< 100 pl) z chvostovej žily.

Utratenie zvierat bude pľebiehať bezbolestne v Coz atmosfére, kde dochádzak ľýchlej stľate vedomia.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti:
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Meranie krvého tlaku a tepovej frekvencie

pomocou tail-cuff metódy

Podávanie modifikovanej stravy a jej dopad

na zdravotný stav zvierat

odber < L00 pl krvi z chvostovej žily

Podávanie liečiva perorálne v pitnej vode

Váženie zvierat

Navrhovaný postup

ano

ano

max 2 odbery na zviera, druhý

odber len v prípade

nepostačujúcej ĺnhibície Ch E

ano

ano

Opakovanie

slabá

stredná

stredná

slabá

slabá

Klasif!kácia

krutosti

Navrhovaný postup klasifikujeme ako stredne krutý. Klasifikáciu miery krutosti jednotlivých postupov

zhŕňa nasledovná tabul'ka.

Tabuľka: Klasifikácia kľutosti

Uplatňovanie zásad 3R

Pri práci so zvieratami budú dodržané všetky predpísané predpisy a smernice pre chov a zaobchádzanie

s laboratórnymi zvieratami podľa zásad 3 R.

N ahľadelic-(Bgplacemen!)
Predkladaný projekt mázacieľ objasniť dynamiku patofyziologických mechanizmov zapojenia

ChE do vzniku MS na úrovni metabolizmu, kardiovaskuláľnych zmien a vlastností kostí. Súčasťou

projektu sú merania fyziologických parametrov ako množstvo pľrjatej potravy/ vody, náľast hmotnosti,

meľanie tlaku kľvi, kontľaktility ciev a fyziotogických paľametrov srdcovej činnosti. Taktiež budú

stanovené biochemické maľkery v plazme, vykonané imunochemické a aktivitné farbenia na úľovni

intaktného tukového tkaniva a ciev. Vzhl'adom na uvedené nie je možné experimentálne získané

informácie nahradiť experimentami in vitro na bunkových kultúrach. V intaktnom organizme zv\eraťa

totiŽ dochádza ku komplexným ovplyvneniam orgánových systémov medzi sebou a z toho

vyplývajúcim kompenzačným mechanizmom, ktoľé nie je možné simulovať v bunkových kultúrach.

Vlastnosti a fenotyp bunkových kultúľ sa tiež môŽe výrazne líšiť od vlastností tkanív Z intaktného

orgánu. Rovnako nie je možné vyhodnotiť zapojenie ChE na úľovni jednotlivých tkanív exvivo, nakolko

takýto pľístup postľáda informácie o dynamike patofyziologických procesov MS. Taktiež nie je možné

simulovať uvedené podmienky in silico, nakollĺo chýbajú vstupné informácie o účasti ChE

v skúmaných patofyziologických pľocesoch.

Nahľadenie (replacement) však plánujeme pľi titľácii dávky selektívnych inhibítorov, kde

využijeme experimenty in vitro, a teda nebudeme testovať toxicitu a inhibičnú schopnosť priamo

v animálnych modeloch. Správanie inhibítoľov oveľíme v inhibičných biochemických experimentoch

s purifikovaným natívny m (Schopfer et at., 2019) alebo ľekombinantným enzýmom (Lockridge et al.,

2018), poprípade priamo s l'udským, myšacím a potkaním sérom, ktoré sú zbieĺané pľiebežne v rámci

schválených experimentov na katedre a uchovávané pri -80"C (v rámci pľogramu zdiel'ania tkanív, ktorý
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dlhoľočne úspešne realizujeme na našom pľacovisku). okĺem toho budeme pracovať s údajmi z
dostupných toxikologických databáz apublikovaných toxikologických prác, na zák|ade ktorých
vyberieme dávku s inhibičnou účinnosťou na aktivitu ChE, ktorá však nespôsobuje žiadn e príznaky
toxicity in vivo.

Obmedzenie (Reduction)
V experimentoch bude použitý minimálny počet expeľimentálnych zvieratnutný pľe štatistické

vyhodnotenie azároveň na vygenerovanie relevantných výsledkov. Výsledný počet zvieľat zohl'adňuje
interindividuálnu vaľiabilitu medzi jedincami v ľámci jednej farmakologickej skupin y. Zvieratá, ktoré
budú použit é vo fáze 1 na určenie dávkovania inhibítora AChE donepezilu a inhibítoľa BChE isooMPA'
budú záľoveň slúžiť ako kontrolná skupina pre fázu 2, čímsa dosiahne obmedzenie (reduction) počtu
zvierat o 12 potkanov. Spoločné využitie zvierat vo fázach 2 a3 nie je možné z dôvodu rôznych
metodických postupov pri disekcii pľe biochemické a molekulárne expeľimenty a fyziologické
experimenty.

Z dôvodu maximálnej redukcie počtu experimentálnych zvierat jedôležité podčiarknuť ,žetĺetia
fáza bude realizovaná výlučne v pľípade, ak bude v druhej fáze preukázaný vplyv ChE na vývoj
metabolického syndrómu. Taktiež bude realizovaná výlučne V tom modeli metabolického syndrómu,
kde sa preukážu najvýznamnejšie cholíneľgické zmeny.

Každé experimentálne zviera bude maximálne využité z hl'adiska množstva odobratých
a skúmaných oľgánov. oľgány a tkanivá, ktoré neplánujeme použiť v navrhovanom postupe, budú
využité inými skupinami na pľacovisku v rámci pľogľamu zdiel'ania tkanív, ktorý dlhoročne úspešne
ľealizujeme na našom pľacovisku.

Ziemnenie (Refinement)
Cholíneľgický systém je extrémne citlivý na prítomnosť stresu, preto je v navrhovanom postupe

nutné predchádzať akémukol'vek stľesu expeľimentálnych zvieľat. Tomuto ciel'u sme detailne
prispôsobili všetky časti protokolu nasledovne:
o Handlingz Zvieratá budú pľavidelne každý týždeňpodrobované manipulácii (handling) na zníženie

stresu pri vážení a meraní kĺvného tlaku. Taktiež budú pri výmene vody a kľmiva vystavované
hlasovému prejavu obsluhujúceho personálu, čo tiež zníži úroveňstresu pri váženía meraní tlaku.o Sepaľačné mľiežky: Nakolko individuálne klietky sú pľe sociálne zvieratáako potkany mimoľiadne
stľesujúcim faktorom azároveňje pľe ľelevantnosť postupu nutné merať individuálny príjem vody
a potľavy, zvolili sme chov zvierat vo vaniciach po dvoch s prítomnosťou pľedelbvacej mriežky.
V liteľatúľe je pľeukázané, že tento spôsob chovu minimalizuje stres zvierat, nakolko je zachovaný
ich vzájomný vizuálny, čuchový aj taktilný kontakt. Stľesové markery takto chovaných zvieľat sa
nelíšia od zvieľat chovaných v skupinách (Boggiano et al., 2008).

o obohatené pľostredielZvieratá,budú mať v klietkach k dispozícii papierové hľačky rôznych tvaľov
a faľieb, ktoľé budú slúžiť ako skrýše/ stavebný materiál,čím pľe ne vytvoľíme obohatené pľostredie.

' Spôsob podávania farmakologických látok: Faľmakologicky aktívne látky budú zvieratám
podávané v pitnej vode, opäť s účelom zníženia ich stľesu. Máme za to, že tak opakované
intľaperitoneálne injekčné podanie ako aj podávanie gastrickou sondou by neprimerane zvyšovalo
stres zvierat.Ztohto dôvodu Sme sa ľozhodli podávať farmakologické látky rozpustené v pitnej vode
azároveťt pľísne monitorovaťjej príjem nazabezpečenie adekvátneho dávkovania.

o Vol'ba modifikovanej stľavy: Strava zvierat bude obohatená ofruktózu al alebo lipidy vo forme
bravčového tuku. Zvolené modely boli v liteľatúľe popísané ako vhodné modely pre navodenie
metabolického sysntľómu azároveň boli odsúhlasené príslušnými etickými komisiami (Buettner et
al., 2006; Mahmoud and Elshazly, 2014; Panchal et al., 201i ; Senaphan et al., 2015; Sutherland et
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at., 2008). obe plánov ané z|oŽky kľmiva, tak fruktóza ako aj bravčový tuk, sú pre expeľimentálne

zvieratá'chuťovo vysoko atraktívne.

Utľatenie zvieľat: Zvierutá,budú humánne utratené oxidom uhličitým. Nakolko použitie celkového

anestetika ovplyvňuje cholínergický systém, nie je možné ho aplikovať.

Pľojekt bude poďiehat' opätovnému schval'ovaniu: áne nre
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PríIoha č.2

Netechnické zhrnutie projektu - 3 5a 4 - 3f 20Z O * Zz C
Názov projektu:
Využitie exozómov vylučovaných ľudskými mezenchýmovými stromálnymi bunkami na cĺelenú génovú
terapĺu glioblastómov ll

Kľúčové slová:
Glioblastóm, génová terapia, exozómy, kmeňové bunky

Účel projektu:
Základný výskum

Ciel' projektu: Cĺelbm projektu je overenie možnosti využitia terapeutických exozómov z l'udských
mezenchýmových stromálnych buniek na cielenú génovú terapiu glioblastómu na princípe použitia
samovražedného enzýmu cytozín deaminázy a predliečĺva 5-fluorocytozínu alebo tymidínkinázy vírusu
Herpes simplex a predliečiva Ganclikloviru.

Prínos projektu: Možnosti liečby gliómov, najčastejšie sa vyskytujúcich primárnych mozgových nádorov sú
velmĺ limĺtované predovšetkým kvôli invazívnej a agresívnej povahe týchto nádorov a tiež ich schopnosti
odolať chemoterapii či rádioterapiĺ. Glioblastóm je spomedzi gliómov najagresívnejší a nesie najvyšší stupeň
malignity (stupeň lV podl'a WHo). Štandardný postup liečby začína maximálnym možným chirurgickým
odstránením nádoru, po ktorom nasleduje rádioterapia spolu s konkomitantnou a adjuvantnou
chemoterapĺou. Napriek nemalým pokrokom vo všetkých troch oblastiach liečby, prognóza pre pacientov
ostáVa nad'alej nepriaznivá a skoro vždy dochádza k relapsu ochorenia. Medián prežívania sa pohybuje okolo
14 mesiacov. Na Slovensku sa ročne diagnostikuje okolo 200 nových prípadov glioblastómu'
Projekt je orĺentovaný na výskum rakoviny a liečbu nádorového ochorenia. Riešenie projektu priblíži tento
ĺnovatívny terapeutický prístup k pacientom' overíaj možnosti neinvazívneho podanĺa terapie.

Počet a druh použitých zvierat: V projekte plánujeme použiť maximálne 480 jedincov potkana
laboratórneho kmeňa Sprague Dawley alebo Fĺscher oboch pohlaví.

PredpokIadaný nepriaznivý vpIyv/ujma na použité zvieratá v rámci vykonávania projektu: Počas všetkých
chirurgĺckých zákrokov budú zvĺeratá v celkovej anestézĺi, po zákroku môžu pocĺťovať krátkodobú strednú
bolesť (tlmenie analgetikami)' Postupujúce nádorové ochorenie (glioblastóm) sa prejaví celkorným
chradnutím zvierat, zmenou správania, smerom k útlmu, spavosti, zníženej pohyblivosti, predpokladáme
stratu hmotnosti, menej často ochrnutie zadných končatín' ochrnutĺe predných končatín sa nevyskytuje,
rovnako sa ochorenie neprejavuje kŕčmi, zvukovýmĺ prejavmi poukazujúcimĺ na bolesť. Na základe
skúseností z predchádzajúcĺch projektov predpokladáme, že prĺebeh ochorenĺa bude rýchly, zvieratá s
náhlym zhoršením stavu budú utratené, aby sme zabránilĺ utrpeniu, potkany s rozvĺnutým ochorením
nebudú ponechané na dožitĺe. Pri opakovanom podaníterapie budú zvieratá pociťovať krátkodobý stres'

Predpokladaná úroveň krutosti: krutá

Súlad s požiadavkami,,3R"
Nahradenie



Hlodavce v tomto štádiu experimentov nie je možné nahradiť bunkovými kultúrami, anĺ nĺžším druhom
živočíchov, použitiu zvierat predchádzali/budú predchádzať štúdie in vitro. Až po overení účinnosti in vitro
prechádzame na in vivo postupy a počet použitých zvierat sa snažíme minimalizovať pri zachovaní štatistĺcky
signifĺka ntných výsledkov.
Hlodavce V tomto štádiu experimentov už nie je možné nahradiť bunkovými kultúrami, ani nižším druhom
živočíchov. overenie účinnosti liečby vyžaduje komplexitu celého organizmu'

Obmedzenie
Počet zvĺerat v skupinách je minimalizovaný tak, aby mohli byť získané výsledky štatisticky vyhodnotené.
Pľojekt nadväzuje na predchádzajúce schválené projekty, preto sme schopní predvídať terapeutickú
účinnosť ako aj priebeh ochorenia u kontrolných skupín, čo nám umožňuje počet zvierat v určitých
experimentálnych skupinách redukovať. V prípade nízkeho rozptylu hodnotených krĺtérií (klinických
príznakov, prežívania) v jednotliých skupinách bude na štatĺsticky signĺfikantné vyhodnotenie výsledkov
postačujúci nižší počet zvierat. Rátame s použitím jednej kontrolnej skupiny pre viacero liečených skupín.
Najprv do skupiny zaradíme 6 zvierat a pokial' budú výsledky signifikantné, d'alšĺe 4 plánované zvieratá
nepoužijeme'

Zjemnenie
Pokial' to zdravotný stav zvierat možní, budú držané v skupinách umožňujúcich prirodzené sociálne
správanie so stálym prísunom potravy a pitnej vody. Na projekte sa budú podiel'ať len skúsení pracovníci
vyškolenína prácu s laboratórnymi zvieratami. V rámci pooperačnej starostlivosti podáme lieky proti bolesti
. Zvieratá s vážne zhoršeným zdravotným stavom nebudú ponechané na dožitie, budeme dbať na
uplatňovanie humánneho ukončenia postupu (HUP, v projekte bude vyhodnotené ako úhyn v súvislostĺ
s rozvojom ochorenia)' Vykonanie HUP je V tomto projekte najdôležitejším prvkom zjemnenĺa' Neúspešne
liečené ako aj neliečené zvieratá budú mať rovnaké prejavy, na základe ktorých bol vypracovaný postup na
uplatnenie HUP' Postupujúce ochorenie nie je možné zvrátiť (zvieratá vyliečiť), preto by bolo nehumánne
držať ich prĺ žĺvote. Pri zníženej pohyblivosti zvierat bude potrava a voda umiestnená priamo do klietky'
V záujme väčšieho komfortu nebudeme napíňať maximálnu kapacitu klietok. Prostredie obohatíme
plastovýmĺ úkrytmi určenými pre hlodavce. Ak bude na magnetickú rezonanciu zviera prevážané v inej ako
domovskej klĺetke, prenesieme do klietky aj časť hoblín z klietky, v ktorej bolo zviera umiestnené.

Spätné posúdenie projektu :

Postupy klasifikujeme ako ,,kruté", spätné posúdenie projektu vykonáme do troch mesiacov po jeho
ukončení, t.j. do 1.2.2025.



NETECHN lcKÉ ZHRNUTtE PRoJEKTU
podľa 5 40 nariadenia vlódy sR č. 377/2072 Z.z.

NÁzov PRoJEKTU

KoMB|NOVANÁ šTÚDlA ToxlclTY Po oPAKoVANoM PoDANíso sKRíNlNGoVÝM TEsToM
REPRoDUKčru ellvÝvlruoVEJ ToxlctTY (oEcD 422)

Číslo KoNANlA RozHoDNUTIA o scHVÁLENí PRoJEKTU:

'4:4gr- 3/íozc _7?c
'/

rľÚČovÉ slovÁ:

embryo-foetal toxicĺty, reproduction, rat, repeated oral toxicity

Účel pnolEKTU PoDĽA s 3 A JEHo zoÔvoolvENlE:

Aplikovaný výskum

PoDRoBNÝ popls clEĽA PRoJEKTU:

Ciel'om projektu (štúdie) bude poskytnúť podklady pre posúdenie bezpečnosti chemických látok
z hl'adiska schopnosti vyvolať toxickÚ reakciu organizmu po opakovanom podávaní látky a
odhaliť potenciálne negatívne vplyvy na reprodukčné parametre podl'a metódy oEcD 422.

oČnrÁvnruÝ vÝslroor:

Projekt poskytne informácie, ktoré sú V tomto teste z hl'adiska platnej legislatívy REA6H pre látky
produkované v množstve do 10O ton/rok požadované. Pokusná a pozorovacia stratégia sú dané
metodickým postupom oEcD 422, ktorá je alternatívou pre testy Reprodukčnej skríningovej
toxicity (oEcD 42I) a 28-dňovej toxicity (oEcD 407) kde sa sledujú nielen reprodukčné
parametre testovaných zvierat, ale robí sa aj hematologické a biochemické vyšetrenie krvi,
vyšetrenie moču, patológia a histopatológia. Na základe výsledkov štúdĺe budú stanovené
hodnoty NOAEL pre reprodukčnú a systémovú toxicitu. Prínosom tejto štúdie bude včasné
rozpoznanie toxicity skúšaných látok a zabránenie negatívnych vplyvov na organizmus.



DRUHY PoUŽlTÝcH zvlERAT A lcH PoČTY

Potkany kmeňa Wistar

328 samíc, 280 samcov, cca2240 mlád'at / na 4 testované látky

Na 1testovanú látku:

Pre pilotnú časť: 15 samcov a 15 samíc

Hlavný test: 50 samcov a 62 samíc + 560 mlád'at

Náhradné zvieratá: 5 samcov a 5 samíc

Hmotnosť: samice 180_200g; samce 200-22og

PREDPoKLADANÝ NEPRlAzNlVÝ VPLYV/UJMA NA PoUŽlTÉ zvlrnRrÁ v nÁvlcl

VYKoNÁVANÉHo PosTUPU

Počas postupu sa bude so zvieratami zaobchádzať šetrne v súlade so zásadami 3R s možnou

ujmou počas vystavenia aplikácie testovaných látok. Celkový zdravotný stav potkanov bude

sledovaný podl'a kritérií humane endpoints, aby sa zabránilo bolesti a utrpeniu zvierat. Ak by

zviera prejavilo výrazné zhoršenie zdravotného stavu a pohody v období karantény resp. štúdie,

bude humánne usmrtené (podl'a návodu pre daný druh zvierat, príloha 2' k nariadeniu vlády

č.377l2oL2Z.z'\. Zvieratá prejavujúce bolesť budú neodkladne humánne utratené, nie je však

vylúčené, že príde k úhynu vplyvom látky, preto je pokus hodnotený ako stredne krutý až krutý

Predpokladaná úroveň krutosti: stredná - krutá

Vvšetrenia - vaginálne výtery,
Možná systémová reakcia
testovan I

opakované perorálne podávanie
Váženie zvierat

Charakteristika postupu

Usmrtenie nadmernou dávkou anestetika
Aplikácia gravidných samíc
Odber krvi

Mierny stres, bolesť slabá

Krátkodobý mierny stres

Vplyv na zviera

Krátkodobý mierny stres
Mierny stres, bolesť slabá
Mierny stres
Miernv stres, bolesť slabá
Mierna až silná bolesť

slabá
stredná
stredná
slabá
slabá - krutá

slabá

slabá

Zaradenie podľa

krutosti

Celkové hodnotenie krutosti stredná - krutá



sÚlno s poŽlRonvKou NAHRADENlA, oBMEDZENlA A ZJEMNENlA (3R)

V projekte budú zohl'adňované zásady 3R.

Refinement - v postupe pri odberoch na biochemické vyšetrenie odoberieme krv z
retrobulbárneho venoplexu, v narkóze. Ako anestetikum použijeme lsofluran. Slabá - silná
bolesť môže byť spôsobená systémovou reakciou na podanú látku. Po podaní testovanej látky
bude zvieratám venovaná pozornosť. Ak by bolo utrpenie zvierat neprijatel'né prĺstúpime k
,,humon end point".

Reduction - počty zvierat v pokuse sú primerané, redukované v maxĺmálnej miere tak, aby sa
nemohla ovplyvniť valĺdita pokusu a vychádzajú s pravidiel oEcD 422.

Replacement - Možnosť náhrady testami in vitro
Test kombinovanej štúdie toxicity po opakovanom podaní so skríningovým testom
reprodukčnej/vývinovej toxicity na zvieratách sa nedá nahradiť alternatívnymi metód ami in vitro
z dôvodu potreby reakcie živeho organizmu na podanie látky a jeho systémové pôsobenie.

Vyžaduje sa spätné posúdenie projektu.



Pľíloha č.2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU :

Názov pľojektu: Udržanie modelovej infekcie vyvolanej larválnym štádiom pásomnice
(cestoda) Mesocestoides vogae v laboľátóľnych myšiach pľóstľedníctvom ich pasážov ania za
účelom ich vyuŽitia v expeľimentálnych štúdiách in vivo á in vitro.

Čĺslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: ô /h< * 3 _ Zoza fzz a
/Kl'účové slová v pľojekte (max 5 slov): Mesocestoides vo7ae, pásomnice, laľválne

cestodózy

Účel pľojektu*:
- tľanslačný, základný výskum alebo aplikovaný výskum za účelom, zabránenia, pľevencie, diasnostikv alebo liečhv choľôb škodenia zrlľa alehn

iných stavo v človeka- alebo rastlín alebo ich účirrkov na l'udí,
zv ier atá alebo rastliny,

' v záujme dosiahnutia ktoľéhokol'vek z cieľov uvedených v písmene b) pľi qývoji,
výrobe ul"bo t.'touuní kuulity" úči*o'ti u b."p.čnorti li.kou, potľavín, kľmív a iných
látok alebo výľobkov,

Ciele pľojektu:
Vo farmakologickom výskurne sú nevyhnutne pľedklinické štúdie, v ktoľých sa na overenie
a vysvetlenie účinkov liekov a nových aktívnych molekúl využivaju laboratórne zvieratá.
V pľípade choľôb vyvolaných paruzitickými helmintami, vľátane pásomníc, je potľebné
udtŽiavat' modelové dľuhy v ich priro dzených hostitel'och (hlodavce). Izo1ované larvy
Mesocestoides vogae budú vyuŽité na pasáŽovanie' infikovanie myší vo farmakologických
experimentoclr a zvyšné na in vitľo testovanie účinkov látok'

Pľínos z vykonaného projektu:
Laľválne štádia helmintov, vľátane pásomníc, si v pľiebehu evolúcie vyvinuli mechanizmy
umoŽňujúce dlhodobé preŽitie v hostiteľskom oľganizme s dlhou fázou asymptomatického
štádia v dôsledku imunosupresie. ochoľenia ľudí a zvtetat spôsobené laľválnymi štádiami
lrelmirrtov paľazitujťr v paľenchymatóznych orgárroch svojich hostitel'ov, vrátane l,udí, a sú
sprevádzané patologickými pľejavmi, ktoľé výrazne zniŽujú účinnost' liečby a dostupnost,
liečiv pľe laľvy.
Medzi hlavné patologické pľejavy infekcie patľĺ potlačenie imunity' poškodenie pečenie
azápal v telových dutináclr a orgánoch ako je slezina' Faľmakologický výskum sa preto
oľientuje na hl'adanie nových postupov a pri liečbe antiparazitickými liekmi, vyvoj nových
účinrrejších a bezpečnejších liekov a vyuŽívanie kombinovanej liečby spolu s látkarrri
pľíľodného pôvodu s imunostimulačným účinkom.
UdrŽiavanie infekcie modelovou pásomnicou v myšiaclr je nevyhnutné pre následne
experimentálne štúdie' Izolované larvy Mesocestoides yogae budú vyuŽité na pasáŽovanie,
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infikovanie myší vo ťarmakologických experimentoch a zvyšné na in vitľo testovanie účinkov

nových bioaktívnych látok a získanie sekľečných produktov na pľoteonomické ana|ýzy '

Dľuhy použifych zvierat a ich počty: nryši - outbredný krneň CD1 samce/samice, spolu 120

zvterat na 5 ľokov

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité zvieratá v ľámci vykonávania

pľojektu:
Fixácia zvtetat'aa aplikácia laľiev peľ oS vo fyziologickom roztoku inr spôsobí len kľátkodobý

stľes tľvajúci maximálne po dobu 1 mirrútu. Infekčrré dávky sú volené tak, aby nespôsobili

zvíeľatámprepuknutie klinickýclr pľíznakov oclroľenia, t.j 250-300 laľiev parazita. Preto sa

nepredpokl adá nepriaznivý vplyv a ujma na zvieratétch' Veľmi ojedinele a na zák|ade

individuálneho stavu zvierďasa môŽe v neskoršej fáze infekcie objavit'nepohoda v dôsledku

pľudšieho delenia sa lariev v bľušnej dutine spojená so zníŽením pohyblivosti a zniŽeným

príjmom potravy.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti:
- Slabá:

dĺivanie
Zvĺeratá budrjr sondou inťrkované oľálne 250-300 laľvami, čo nevyvolá masívnu infekciu

počas prvých tľoch mesiacov a teda ľiziko akirtnej bolesti sa nepľedpokladá a ani obmedzenie

pľíjmu potľavy apohyblivosti. V pľiebehu infekcie (3 mesiace) zvĺeratá nebudú vystavované

žiadnym iným úkonom, ktoľé by im spôsobovali bolest'. Počas experimentu nedôjde

k Žiadnym obmedzeniam štarrclarclov na umiestlrelrie, chov a staľostlivost'.

In1'ekcia 1aľvanri má počas pľvýclr tľoch rrresiacov ponalšĺ priebeli a\arvy sa začírrajĺr

intenzĺvne.išie nepohlavne delit' aŽ od 4. mesiaca po oľálnej inĺekcii. V tomto obclobí ich počet

nespôsobuje zvieľatáln zdravotné problérny, ktoľe by im znížili ich polrodu a ovplyvnili

lyziologické potľeby ako pľí|em potľavy avody, polryb" spľávanie, akvalitr"r sľsti. Ztolrto

clôvoclu sa nrôŽe ozlračit' stav kľutosti počas ľastu laľvocýst ako stľecĺný v clôsledkrr vaľiability

ľcakcie .j eclrrotlivých zvieľat.

Uplatňovanie zásad 3R
1. Nahľadenie zvieľat: Laboratóľne myši kmeňa CDl sú vnímavým kmeňom voči infekcii

larválnym štádiom pásomnice Mesocestoides vogae, u ktoľých laľvy infikujú pečeň

a peľitoneálnrr dutinu. Živočíšne modely, vnímavé voči infekciám helmintami, umoŽňujú

štuclovať komplexne hostiteľsko-paľazitické irrterakcie a ich ovplyvnenie liečivami a inými

látkami' čo nie je moŽné nahľadiť nretódami in vitro' Myš zároveň predstavtlje najniŽší

cicavčí model, na ktorom je moŽne udľŽiavať infekciu' Len laľvy izolovane z myší ako svojho

hostiteľa dokáŽu vyvolať infekciu vhodnú na testovanie liekov pľe humánne použitie.

2. Redukcia počtu zvieľat: Naplánovaný počet na jednotlivé odbeľové dni je výsledkom čo

rrajväčšej minimalizácie, tak aby nedošlo k stľate modelovej infekcie' Yychádza z chaľakteľu

infekcie a kinetiky rozmnoŽovania laľiev a je výsledkom čo najväčšej minimalizácie. Na

zák1ade toho boli zvolene aj irrteľvaly medzi pasáŽami (3 mesiace). Krokom kľedukcii počtu
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zvierat je zníženle počtu jedincov v skupine z 10 na 6, čo je nrinimálny počet na zabezpečenie
do statku p asáŽované ho p aruzitáľneho materi ál u.
3' Ziemnenie: Zásada zjemrrenia bude dodľŽíavaná v plnej mieľe. Infekcia zvierutlaľvami sa
uskutoční sondou per os' čo je jemnejšĺ a priľodzený spôsob ako je irrtľapeľiton eálna aplikácia
ďalšie zákroky nazvieratách sa neplánujú. Miera kľutosti sa povaŽuje za slabil' Zvieratábudu
z vlastného chovu, a pľeto sú zvyknuté na prítomnost' človeka spojenú s beŽnými dennými
pľocedúľami a manipuláciou (čistenie, kŕmenie, napájanie' kontrola zdľavotného stavu).
Zvieľatá budú chované v štandardných podmienkaclr nevyvolávajúcich stres. V prípade
známok zhoľšeného zdľavotného Stavu, napr. výrazne zniženie lokomočnej aktivity, zježená
sľst', bude kontaktovaný veteľináľny lekár, zvĺeratá budú vyradene zpokusu, uvedené do
celkovej anestezy v atmosféľe Co2 v komoľe a následne usmrtene ceľvikálnou dislokáciou.

Pľojekt nebude spätne posúdený po skončení v súlade s $ 37 bodom 2) NV 377l2)l2.
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