Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Imunoterapia Alzheimerovej choroby: analyza mechanizmu G¢inku

Krludové slova v projekte ( max 5 slov): Alzheimerova choroba, imunoterapia, gliové
a neurondlne bunky

Utel projektu: Zakladny vyskum

Podrobny uiéel postupu: 02@43 - 3/—20 cO—22p

PredloZeny projekt je pokralovanim projektu srovnakym ndzvom a méa za Glohu $tadium
mechanizmu O¢inku pasivnej vakeiny (terapeutickej protilatky). Mechanizmus Gginku budeme
analyzovat’ v podmienkach in vitro na primarnych bunkovych kultirach. Na experimenty budeme
pouzivat’ primarne neurondlne bunkové kultiry izolované z 18-diiovych plodov a primérne gliové
bunkové kultiry izolované z 1-dfiovych mlad’at mysi.

V dal3ej Casti projektu budeme analyzovat’ vplyv starnutia organizmu na aktivitu mikrogli{ a jeho

potencidlny dopad na uinnost imunoterapie. Na experimenty budeme pouZivat mikrogliové
kultiry izolované z dospelych zvierat.

Druhy a polty poufitych zvierat:
V projekte nebudt pouzité GMO zvierat4.
Na pripravu bunkovych kultir z experimentéalnych zvierat celkovo pouZijeme:

- 270 gravidnych my$i — CD1, 70 samic sa usmrti v 18. dni gravidity a odobert sa plody, 200 samic
sa necha porodit’ a odobert sa 1- ditové mlad’ata

Na bunkové kultury z dospelych jedincov pouZijeme v projekte 100 ks 6-mesaénych my$i. Na tento
typ experimentov budeme pouZivat’ prednostne mysi z predchadzajicich experimentov (samce
pouZité na pripuStanie a samice, ktoré nezabrezli alebo ktoré porodili).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufité zvieratd v rdmci vykondvania projektu:

Odber plodov sa bude vykonavat’ v celkovej anestézii, po ktorej sa zviera uz neprebudi, taktieZ sa
dislokuju cervikélne stavce, aby sme sa utvrdili, Ze zviera je huménne usmrtené — bez moZnosti
zotavenia. 1-dfiové mladatd sa ihned” po odobrati od samitky usmrtia dekapitdciou — stredna
krutost. Dospelé jedince budt humanne usmrtené cervikainou dislokaciou. Anestézu nemoZno
pouzit’ z dévodu ovplyvnenia prezivateI'nosti kultir — stredné krutost’.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera Krutost’
postupu

Tetovanie na Samicky, ktoré sa buda pouZivat’ na stredna
chvoste pripust’anie budu tetované na chvoste a tym

identifikované trvalo, pri tetovani sa chvost
potrie mesokainovym gélom aby sa
minimalizovala bolest’, a pouZitim
tetovacieho zariadenia pre laboratérne
zvierata sa kratkym vpichom vytetuje na
chvost oznacenie podl'a presne
definovaného Ciselného kéddu. Trvanie 1
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minita. Bolest’ slaba
Odber plodov z Gravidnd samica (18. defi gravidity) sa bez moZnosti
maternice uvedie do hibokej anestézie, otvori sa brugna Zotavenia
dutina a z maternice sa vyberu plody
Odobratie 1- Matka pri odbere mlad’at bude ihned’ slaba
ditovych mlad’at usmrtend, aby sme minimalizovali jej
utrpenie ,
1-dfiové mlad’ata Mlad’ata ihned’ po odobrati od samicky buda stredni
i usmrtené dekapitaciou.
Dospelé jedince Dospelé jedince budi usmrtené cervikalnou stredna
dislokaciou
Zohladnenie 3R
Nahradenie:

Primarne neuronélne a gliové bunkové kultury izolované zo zvierat st nenahraditelnym systémom
na modelovanie redlnych procesov prebichajicich v mozgu. Pokusy su navrhnuté v silade s
legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahujii na pracu s laboratérmymi zvieratami.
Zjemnenie:

Pri manipulécii so zvieratami sa budu dodrZiavat' interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’ huménne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Starostlivost’ zabezpecuje jedna
osoba, na ktoru si zvierata zvykli. Zvierata st chované v poéte 5 zvierat na chovnii nadobu, aby sme
zabezpetili socidlne interakcie medzi zvieratami, v klietke sprvkami obohateného prostredia
(doméeky, papierové rolky). Samitkdm pred porodom sa dopiiia material na tvorbu hniezd
(nestlets, papier). Zvieratd su chované v podmienkach vyhovujucich ich fyziologickym a
sociologickym potrebam. V rdmci nasho zverinca je denne kontrolovany a monitorovany zdravotny
stav apohoda zvierat. Pri prejavoch zmien zdravotného stavu, veterinirny lekar upovedomi

veduceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit' zviera z experimentu a pristipit’ k humannemu
usmrteniu zvierat’a.

Redukeia:

Stanoveny po€et zvierat je minimalizovany v & najvy$$ej moZnej miere a zarovett zabezpetujuci
Statistickl relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Stanoveny po&et zvierat sa opiera o nase
predchddzajice experimenty. Jeden z faktorov, ktory ovplyviluje nami stanoveny pocet zvierat je
relativne nizka vytaznost’ mikrogliovych a neuronalnych buniek z mozgového tkaniva. Z dévodu
rdznej metodiky izolacie mikroglie a neurénov, nie je moZné pouzit' to isté tkanivo na izolovanie aj
neurénov aj mikroglie. Z hl'adiska redukovania po¢tu pouZitych zvierat v projekte, pouzivame na
pripustanie samicky, ktoré boli pouZité v chove.

Zdsada nahraditelnosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metddy sme pouZili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (Pubmed, ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu
alternativnu metédu, ktora by sme mohli pouZif vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’
experimenty na zvieratach. Primarne neuronlne a gliové bunkové kultiry izolované zo zvierat si
nenahraditel'nym systémom na modelovanie redlnych procesov prebiehajucich v mozgu.

Utrpenie versus prinos

Po zlyhani imunoterapie namierenej proti beta-amyloidu v Alzheimerovej chorobe sa dostiva do
popredia imunoterapia namierena proti dalsiemu kPudovému znaku ochorenia — patologicky
zmenenému tau proteinu. Tau imunoterapia v sii€asnosti zaznamenava obrovsky rozkvet, avsak
presny mechanizmus u¢inku optimalnej terapeutickej vakciny nie je objasneny.
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Cielom projektu je prispiet’ k odhaleniu terapeutického mechanizmu anti-tau protilatky a popisat’
tato drahu na bunkovej Grovni.

Analyza tychto mechanizmov nie je moZna na imortalizovanych bunkovych linidch, vzhladom na
ich zmemeny fenotyp oproti bunkdm v skutoénom mozgovom tkanive, preto budeme na $tidium
pouZivat’ bunkové kultiry (neurénové a mikrogliové) izolované z laboratornych zvierat.

Zvieratd v danom experimente nebudd vystavené neprimeranému utrpeniu.
Projekt nevyZaduje spétné postdenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).

Zagiatok pokusu je planovany na 15.8.2020 a bude sa realizovat’ v priebehu nasledovnych dvoch
rokoch, do 31.12.2022,
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Netechnické zhrnutie k projektu podl’a §40 nariadenia vlady SR & 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: Test subchronickej oralnej toxicity — opakovana 90 diova $tadia oralnej toxicity
u hlodavcov s latkou dihydrokapsaicin, OECD TG 408 (Repeated dose 90-day oral toxicity study in
rodents, OECD 408 adopted: 25 June, 2018)

KPucové slova: dihydrokapsaicin, subchronicka toxicita

Uéel projektu:
aplikovany vyskum

Ciel’ projektu: Hlavnym ciefom projektu je stanovenie miery toxicity dihydrokapsaicinu po
opakovanej perorédlnej aplikdcii v ramci registracie podFa legislativy REACH. Pokusn4 a pozorovacia
stratégia je jednozna&ne dand metodikou OECD 408.

Prinos projektu: Hlavnym prinosom tohoto projektu bude stanovenie miery toxicity latky
dihydrokapsaicinu po opakovanej peroralnej aplikacii, a tym sa zabezpedi prevencia chordb a zabrani
sa poSkodeniu zdravia alebo vyskytu inych neprirodzenych stavov &loveka a zvierat, ktoré by mohla
testovana latka vyvolat’.

Pocet a druh pouZitych zvierat: Potkan laboratorny/ Wistar v pocte 45 samcov a 45 samic pre hlavny
pokus a 15 samcov a 15 samic pre pilotnt §tudiu.

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

Pokusna a pozorovacia stratégia je jednozna&ne dand metodikou OECD 408.

Zvieratd budu po prichode do zariadenia ponechané niekol’ko dni v aklimatizécii, aby si privykli na
nové prostredie. Zvieratd budi ozna&ené farbou na chvoste a minimalnelx do tyZzdita odvazené. Na
vazenie si zvierata rychlo privyknu a nespdsobuje im stres. Pogas vaZenia je pri zvieratach sktisena
osoba, na ktorti sii zvierata zvyknuté. Oznadenie zvierat na chvoste je neinvazivny zdkrok a zvieratdm
nesposobuje Ziadnu bolest’.

Aplikacia testovanej latky sondou pocas 90 dni je postup, na ktory si zvieratd rychlo privyknu,
vel'kost’ sondy a mnozstva podavanej l4tky sa primerané velkosti a druhu zvierata, V pripade potkana
sa neprekro¢i mnoZstvo Imi na 100 g hmotnosti zvierat'a, litka je aplikovana jedenkrat denne vzdy
v tom istom ¢ase.

V priebehu $tadie bude urobeny odber krvi (na konci Studie) na hematologické a biochemické
vySetrenie. Pri odbere krvi do 500 mikrolitrov sa pouziva metéda podla Waynfortha HB z chvostove;j
Zily nevyzadujica Ziadnu anestéziu &i znecitlivenie potkana. Jedna sa o kratkodoby stres pre zviera,
ktoré je po 90-diiovej aplikécii privyknuté na manipulaciu.

V3etky postupy na zvieratich su vykondvané skusenymi pracovnikmi, pri vykondvanych
postupoch sa minimalizuje poet 0sob, hluk a vietkym postupom predchadza dékladna priprava,
pretoZze iba vtakom pripade je mozné vykonat postup v klude a dostatoéne rychlo. Tym sa
minimalizuje stres zvierat.

Ked’ze hlavnym cielom projektu je zistenie toxicity podavanej latky, budeme pozorovat’ &i
nedochddza k zhor3eniu zdravotného stavu zvierat. Z dévodu mozného dostavenia sa systémovej



reakcie organizmu u zvierat v skupine s vysokou ddvkou testovanej latky je pre tento postup zvolena
najvysia uroveit krutosti. ZhorSenie zdravotného stavu sa moZe prejavit’ stratou hmotnosti, stazenym
dychanim, nechutenstvom, zmenou postoja, sprdvania a pod. Zdravotny stav zvierat sa bude denne
kontrolovat’. Kontrolovat sa bude aj spotreba krmiva. Moribundné zvieratd budi huménne utratené
podl'a human end points a bude vykonana pitva.

Zvierata sa usmrtia nadmernou davkou kombinacie anestetik s u¢innou latkou xylazin a ketamin.
Jedn4 sa o jednorazovu intraperitonedlnu injek&nu aplikaciu.

Predpokladana uroveii krutosti: stredna az kruta

Sulad s poziadavkami ,,3R*
Nahradenie:
Testovanie dihydrokapsaicinu podlieha regula¢nym poZiadavkam:
1. Pouzitie ako dopinkova latka do krmiva (prichut) pre vietky Zivo¢iSne druhy v EUa
2. Pouzitie ako nova potravina v EU.
V tychto pripadoch legislativa vyZaduje preskiimanie subchronického toxického potencialu
ucinnej latky a musi predloZit aspofi jedna tudia na hlodavcoch s trvanim minimalne 90 dni.
Testovanie na hlodavcoch nie je moZzné nahradit’ inym relevantnym postupom.
Obmedzenie:
Podet zvierat v skupinach je dany metodikou OECD 408 a bude pouZity minimalny pocet,
ktory je odporicany.
Postupy a zloZenie pokusnych skupin st naplanované tak, aby bolo mozné vyuZit' jednu
kontrolnu skupinu zvierat pre 2 testované latky, ¢im sa celkovy poget pouzitych zvierat redukoval.

Zjemnenie:

Zvierata budu drzané v skupindch umoZiujicich prirodzené socidlne spravanie so stalym
prisunom potravy a pitnej vody. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizuju traumatizovanie
zvierat. Na projekte sa budi podiel'at len skuseni pracovnici vyskoleni na pracu s laboratornymi
zvieratami. V pripade potreby bude vykonané humanne ukonéenie postupu. Prostredie, v ktorom su
zvieratd ustajnené je obohatené papierovymi rolkami, papierovou vatou, pripadne palickami na
ohryzovanie. So zvieratami sa zaobchadza opatrne a citlivo.

Spitné posudenie projektu:
Ano
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Netechnické zhrnutie k projektu podPa §40 nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: Test subchronickej oralnej toxicity — opakovana 90 diiova §tidia ordlnej toxicity
u hlodavcov s latkou kapsaicin, OECD TG 408 (Repeated dose 90-day oral toxicity study in rodents,
OECD 408 adopted: 25 June, 2018)

KPacové slova: kapsaicin, subchronick toxicita

Ukel projektu:
aplikovany vyskum

Ciel’ projektu: Hlavnym ciefom projektu je stanovenie miery toxicity kapsaicinu po opakovanej
perorélnej aplikdcii v ramci registracie podFa legislativy REACH. Pokusna a pozorovacia stratégia je
jednoznaéne dana metodikou OECD 408.

Prinos projektu: Hlavnym prinosom tohoto projektu bude stanovenie miery toxicity latky kapsaicin
po opakovanej perordlnej aplikdcii, a tym sa zabezpe&i prevencia chordb a zabrani sa poskodeniu
zdravia alebo vyskytu inych neprirodzenych stavov &loveka a zvierat, ktoré by mohla testovana latka
vyvolat'.

Pocet a druh pouZitych zvierat: Potkan laboratérny/ Wistar v podte 60 samcov a 60 samic pre hlavny
pokus a 15 samcov a 15 samic pre pilotna §tadiu.

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

Pokusné a pozorovacia stratégia je jednoznaéne dand metodikou OECD 408.

Zvieratd budii po prichode do zariadenia ponechané niekolPko dni v aklimatizacii, aby si privykli na
nove prostredie. Zvieratd budi oznadené farbou na chvoste a minimalnelx do tyzdiia odvaZené. Na
vazenie si zvieratd rychlo privykni a nespdsobuje im stres. Po¢as véZenia je pri zvieratich sktsena
osoba, na ktoru st zvieratd zvyknuté. Oznagenie zvierat na chvoste je neinvazivny zakrok a zvieratam
nesposobuje Ziadnu bolest’.

Aplikdcia testovanej latky sondou podas 90 dnf je postup, na ktory si zvieratd rychlo privyknd,
vel'kost’ sondy a mnoZstva podavanej latky st primerané vePkosti a druhu zvierata, V pripade potkana
sa neprekro¢i mnoZzstvo 1ml na 100 g hmotnosti zvierata, latka je aplikovand jedenkrat denne vzdy
v tom istom case.

V priebehu Studie bude urobeny odber krvi (na konci $tidie) na hematologické a biochemické
vySetrenie. Pri odbere krvi do 500 mikrolitrov sa pouziva metéda podfa Waynfortha HB z chvostovej
Zily nevyzadujlica Ziadnu anestéziu &i znecitlivenie potkana. Jedna sa o kratkodoby stres pre zviera,
ktoré je po 90-diiovej aplikdcii privyknuté na manipuléciu.

Vsetky postupy na zvieratach su vykondvané skisenymi pracovnikmi, pri vykondvanych
postupoch sa minimalizuje poZet osdb, hluk a vietkym postupom predchadza dékladna priprava,
pretoze iba vtakom pripade je mozné vykonat postup v klude a dostatodne rychlo. Tym sa
minimalizuje stres zvierat.

Ked’ze hlavnym cielom projektu je zistenie toxicity podavanej latky, budeme pozorovat’ ¢i
nedochddza k zhorSeniu zdravotného stavu zvierat. Z ddvodu mozného dostavenia sa systémovej



reakcie organizmu u zvierat v skupine s vysokou dévkou testovanej latky je pre tento postup zvolena
najvy3Sia Grovefi krutosti. Zhor$enie zdravotného stavu sa moZe prejavit’ stratou hmotnosti, stazenym
dychanim, nechutenstvom, zmenou postoja, spravania a pod. Zdravotny stav zvierat sa bude denne
kontrolovat’. Kontrolovat’ sa bude aj spotreba krmiva. Moribundné zvieratd budu humanne utratené
podl'a human end points a bude vykonana pitva.

Zvierata sa usmrtia nadmernou davkou kombinacie anestetik s u¢innou latkou xylazin a ketamin.
Jedna sa o jednorazovu intraperitonedlnu injek¢nu aplikaciu.

Predpokladana tiroven krutosti: strednd aZ krut

Siulad s poziadavkami ,,3R*
Nahradenie:
Testovanie kapsaicinu podlieha regulaénym poZiadavkam:
1. Pouzitie ako doplnkova latka do krmiva (prichut)) pre vietky Zivo¢i§ne druhy v EUa
2. Pouzitie ako nova potravina v EU.
V tychto pripadoch legislativa vyZaduje preskiimanie subchronického toxického potencidlu
figinnej latky a musi predloZit’ aspofi jedna §tiidia na hlodavcoch s trvanim minimalne 90 dni.
Testovanie na hlodavcoch nie je moZné nahradit’ inym relevantnym postupom.
Obmedzenie:
Pocet zvierat v skupinach je dany metodikou OECD 408 a bude pouZity minimalny pocet,
ktory je odporucany.
Postupy a zloZenie pokusnych skupin su naplanované tak, aby bolo mozné vyuZit' jednu
kontrolnu skupinu zvierat pre 2 testované latky, ¢im sa celkovy pocet pouzitych zvierat redukoval.

Zjemnenie:

Zvierata budu drzané v skupiniach umoZiiujucich prirodzené socidlne spravanie so stilym
prisunom potravy a pitnej vody. Méme vypracované postupy, ktoré minimalizuju traumatizovanie
zvierat. Na projekte sa budu podielat’ len skiseni pracovnici vySkoleni na pracu s laboratornymi
zvieratami. V pripade potreby bude vykonané humanne ukonéenie postupu. Prostredie, v ktorom sd
zvieratd ustajnené je obohatené papierovymi rolkami, papierovou vatou, pripadne pali¢kami na
ohryzovanie. So zvieratami sa zaobchddza opatrne a citlivo.

Spitné posudenie projektu:
Ano
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Netechnické zhrnutie projektu podl’a §35 ods. 2 pism. b) a §40 nariadenia vlady SR ¢.
377/2012

Nizov projektu: Postavenie Rho kindzovej drahy v patomechanizme alergického zapalu
dychacich ciest a moZnosti jej farmakologického ovplyvnenia.

Kricové slova: Rho-kindza, bronchidlna astma, ionové kanaly, remodelAcia,
hyperreaktivita, kasel’, STAT-6

Opodstatnenost’, ciel’ a predpokladany prinos projektu: Celosvetové $tatistiky uvadzaju,
Ze bronchialnou astmou trpi viac ako 30 miliénov Pudi, ich po&et narast4 rovnako ako aj podet
pacientov, ktori nereaguju na lie€bu dostupnu v siasnosti. Ide o chronické zéapalové
ochorenie, v ktorom hraju déleZitti ulohu bunky imunitného systému a dychacich ciest. Ich
¢innost’ riadia $pecifické vnutrobunkové enzymy zvané Rho-kinazy, ktorych aktivitu spistaji
rézne typy idnovych kandlov alebo je aktivita ibnovych kandlov vysledkom ¢&innosti Rho-
kindz aje redlny predpoklad, Ze latky schopné ovplyvnit' ich aktivitu méZu predstavovat
alternativu su¢asnej lie¢by.

Cielom projektu je identifikovat’ kompetitivne inhibitory —Rho-kindz alebo
modulator/modulatory aktivity s nimi Gizko spétych ionovych kanalov, ktoré by boli schopné
selektivne ovplyvnit’ priebeh alergického zapalu a tym aj reaktivitu obrannych mechanizmov
DC anéslednt remodelaciu. Takéto lieivd by mohlo znamenat' vyrazny posun v terapii
astmy, pretoZe by svojim potencidlom predstihlo su¢asné dostupné antiastmatika.

PouZitie zvierat v postupoch:
Navrhované postupy projektu poéitaji s pouZitim outbrednych moréiat kmeti DH/TRIK
s hmotnost'ou 200-350 g v celkovom poéte 336 jedincov.

Vsetky aktivity stvisiace s postupmi budeme vykonavat' v stlade s platnymi zdkonmi a
nariadeniami ako aj medzindrodne zavedenymi osvedenymi metddami v starostlivosti o
laboratérne zvieratd, aby sme zabezpetili humdnne a zodpovedné zaobchadzanie so
zvieratami. Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realiz4cii projektu pouZivame dlhodobo
a velmi sa osved¢ili v ramci rie§enia predchadzajiicich vedecko-vyskumnych tloh. Vysledky
ziskané tymito metédami boli publikované mnoZstvom prac a prezentované na mnohych
odbornych férach nielen doma ale aj v zahraniéi. Z hladiska dodriavania zésad prace so
zvieratami neboli vo¢i nim vznesené Ziadne ndmietky & uZ na odbornych foérach v ramci
diskusii alebo v oponentskych posudkoch publikovanych &lankov. Postupy st pripravené tak,
aby sa maximalne vylu¢il strach, zbyto¢nd bolest’ a utrpenie zvierat a aby boli zvieratd vyuZité
huménne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov prispievajtcich k tgelnej
farmakoterapii. RieSitelia preto povazuju navrhované metédy za vhodné aj pre realiziciu
predkladaného projektu.

Pri realizicii postupov budeme dodrZiavat’ vieobecné zasady 3R: nahradenie, zniZenie a
zjemnenie (Replace, Reduce a Refine).

Replacement- pre postupy v projekte boli vybraté moréatd, ktorych vyber vychadzal z nasich
dlhoro¢nych skusenosti. Vzhladom na receptorové zastupenie v DC patria mordata
k najvhodnej$im zvieratdm, pouZivanym v experimentilnom modeli alergickej astmy.
Charakter postupov neddva mozZnost’ dosiahnut’ poZadovany, reprodukovatelny a validny
vysledok inou dostupnou metddou bez pouzitia zvierat.



Reduction- Navrhovany pofet zvierat pouZity v postupe (celkovo 336) bude potrebny na
ziskanie signifikantnych vysledkov po $tatistickom hodnoteni a akceptovani vedeckou
komunitou (1 skupina = vZdy maximalne 8 zvierat). Tento polet bol vyrazne zredukovany
o potrebné kontrolné skupiny, z dévodu doplnenia vysledkov realizovanych na mor&atach
zinych postupov. V jednotlivych experimentalnych skupindch pouZijeme maximalne 8
zvierat. Tento pocet je eSte akceptovatelny pre §tatisticki validdciu a reprodukovatelnost’
vysledkov. Pocas rieSenia projektu pouZijeme na sledovanie zmien reaktivity dychacich ciest,
na sledovanie kinetiky cilif respiraéného epitelu, zapalovej reakcie a antiremodeladného
uc¢inku metddu in vitro, ktoré ndm umozZnia d’al§iu vyraznii redukciu podtu pouZitych zvierat.

Refinement - Postupy sa budd vykonavat’ lege artis na neanestézovanych mordatach. Ciel'om
senzitizacie je vyvolanie podobnych klinickych priznakov, ktorymi sa prejavuje astma u Pudi
— t.j. ide o stavy kratkodobej dusnosti. MoZné zdvazné zhor$enie dychania bude rieSené
pouzitim zachrannych bronchodilatancii, ktoré maji okamzity u¢inok a podobnym spdsobom
sa pouzivaju v klinickej praxi. Pri prejavoch bolestivosti vyjadrenych human endpoint score
10 a viac (maximalne viak 14) podame analgetika. U moréiat ako spoloenskych zvierat bude
zabezpeCené skupinové usporiadanie v klietkach, zachované povodné rozdelenie do skupin

a povolené budu ukrytové hracky ako obohacujiici parameter.

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

Vyvolanie chronického alergického zépalu dychacich ciest a remodelaénych zmien vyZaduje
opakované poddvanie alergénu intraperitonedlnou a subkutdnnou injekciou a opakovanym
vdychovanim tejto latky. Je preto moZné, Ze zvierata budu pocas podédvania injekcii pocitovat’
kratkodobi bolest, pripadne prechodny diskomfort anepohodlie. Pocit diskomfortu
a kratkodobého nepohodlia je moZné aj pri inhalanom podani alergénu. Tento alergén
vyvolava u zvierat priznaky podobné l'udskej bronchidlnej astme s epizédami kratkodobej
dychavi¢nosti. S vynimkou kontrolnych senzitizovanych zvierat bez $pecifickej medikacie
bude vSetkym ostatnym senzitizovanym skupindm podédvané lie¢ivo, ktoré sa v klinickej praxi
bezne pouziva na prevenciu tychto zachvatov (pozitivne kontrolné skupiny zvierat) alebo
lie€ivo, ktorého mechanizmus u¢inku sa spéja s ovplyvnenim aktivity Rho kindz a pripu$nych
iénovych kandlov. Pocetné literarne zdroje vSak naznacuji, Ze uvedené ,,experimentalne*
lie¢iva by mali viest' k podobnému t¢inku ako bezne pouZivané antiastmatika, t.j. potladeniu
vzniku prechodnej dychavi¢nosti. Na zdklade uvedeného tieto postupy a stav zvierat
z hl'adiska krutosti oznadujeme ako strednii krutost’. Kratkodobé vystavenie zvierat G&inku
latok vyvolavajicich bronchokonstrikciu a kasel’ tieZ pre zvierata predstavuje isty diskomfort
a nepohodlie a preto postupy z hl'adiska krutosti hodnotime stredne kruté. Ked'ze projekt je
naplanovany tak, Ze takmer u vSetkych skupin zvierat budu vykonané viaceré manipulacie
charakterizované strednou krutostou, celkovo hodnotime stupefi krutosti postupov
vykonévanych na zvieratach ako stredne kruty.

Predpokladani tiroven krutosti:

Charakteristika postupu Uroveii krutosti
VéZenie zvierat slaba
Opakovana s.c., i.p. a inhala¢n4 aplikédcia latok
strednd
Vyvolanie stavu podobného I'udskej astme
opakovanym podanim ovalbuminu stredné




s.c. podanie LPS

slaba

Usmrtenie dislokaciou krénych stavcov v anestézii

bez mozZnosti zotavenia

Umiestnenie zvierat'a do bodypletyzmografu slaba
Inhal4cia tusigénnych, resp. bronchokonstrikénych

latok v bodypletyzmografe slaba
Vyvolanie kratkodobej bronchokonstrikcie

histaminom a metacholinom strednd
Vyvolanie kratkodobej epizody kasla miernej az

strednej intenzity stredna

Predpokladand celkova troven krutosti: stredné

Human endpeint: nastane v pripade zhor§eného zdravotného stavu zvierat’a, ktory sa bude
hodnotit’ $pecifickym dotaznikom vtedy, ak poet bodov v tiom naratanych bude 15 a viac.
Postup bude ukonéeny a pod dohl'adom veterinarneho lekéra zvierata usmrtené.

Projekt nevyZaduje spiitné posudenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 7.z.).




Priloha €. 2
J3Y5- /( 20-2e® Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu: Mechanizmy postnatélneho vyvinu a diferenciacie neuronalnych buniek
Klti€ové slova: oxytocin, vyvin, mozog
Uéel projektu: Zakladny vyskum

Ciel projektu:

Hlavnym ciefom projektu je vykonat in vivo a in vitro $tadie, poéas ktorych bude podany oxytocin a budeme
sledovat tvorbu neurondinych buniek a ich typy. Doraz bude kladeny na identifikdciu a analyzu expresie
markerov glutamatergickych, GABAergickych dopaminergickych a acetylcholinovych neurénov. Zéaroven
vykoname in vitro $tidie, v ktorych izolujeme primarne neurondlne kultdry hipokampu a hypotalamu a v
odpovedi na podanie viacerych koncentracii oxytocinu budeme sledovat zmeny tvaru neurénov v zavislosti
od toho o aky typ neurdnu ide.

Prinos projektu:

Studium vztahu oxytocinu a diferenciacie neuronainych buniek ma viacero potencidlnych vystupov. U¢ime
typy, tvar a mnoiZstvo neurondlnych buniek vo viacerych §tadidch vyvinu. Znalost zmien novovytvorenych
neuronov a ich typov vytvara predpoklady na pochopenie vyvinovych poruch, ku ktorym dochadza u fudi
Vizualizovat markery glutamatergickych, GABAergickych dopaminergickych a acetylcholinovych neurénov
po podani oxytocinu vo vicerych oblastiach mozgu, ¢o ndm poskytne pohlad o citlivosti a funkénom
vyzname jednotlivych populdcii buniek. Experimentéine pristupy s pouitim fluorescencnych préb a ich
prekrytie s cytoskeletovymi parametrami s modernymi a originalnymi pristupmi vo vyskume funkcie
nervového tkaniva. Za podstatné v tejto stvislosti moZno povaiovat aj imunocytochemické hodnotenie
morfologie primdrnych neurondinych buniek in vitro, ktorym vieme detegovat zmeny tvaru a rastu
neurénov.

Pocet a druh pouZitych zvierat: 60 gravidnych samic a cca 600 novonarodenych miladat, potkan, Wistar

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

Nepredpokladame nepriaznivy vplyv podavanych latok na pouZité zvierata vzhfadom na kratkodobost a
pouZitu davku oxytocinu a BrdU.

Predpokladana troven krutosti:
Strednd

Sulad s poZiadavkami ,3R“
Nahradenie



Na vyskum skorych vyvinovych §tadii mozgu cicavcov nie je moZné vyuiit niZdich Zivo&ichov, alebo odli§né
experimentdine modely. Nami planované experimenty nie je mozné vykonavat na imortalizovanych linidch
neurénov.

Obmedzenie:

Projekt je optimalizovany z hfadiska po¢tu pouZitych zvierat na dosiahnutie maximalneho vytazku a
Statisticky relevantnych vysledkov. Maximalny pocet odobratych tkaniv a izolacii poéas 3 rokov je 600.
Planovany pocet jedincov na celé obdobie trvania projektu (3 roky) je 60 gravidnych samic (20 samic ro¢ne)
a odhadom 600 mladat (priblizne 200 mladat ro¢ne). Vysledky z experimentov budeme priebezne
vyhodnocovat, a ak to budem mozné, ukonéime projekt pred vyéerpanim planovaného maximélneho poétu
zvierat. PoCet zvierat v skupindch je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky $tatisticky
vyhodnotené. Ak ziskame $tatisticky signifikantné data z mensieho poc¢tu zvierat, nebude potrebné pouZit
celkovy planovany podet.

Zjemnenie:

Vietky experimentdlne procediry budd uskutoériované tak, aby zvieratd ¢o najmenej stradali. Gravidné
samice budi chované v klietkach individuélne za prisunu peletovanej stravy a vody ad libitum, &o im umoZ#ni
plne realizovat prirodzené formy spravania. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizuji traumatizaciu
zvierat pocas injekénych aplikdcii. Na projekte sa budu podiefat len skiseni pracovnici vy$koleni na pracu
s laboratérnymi zvieratami. V pripade potreby bude vykonané humanne ukonéenie postupu.

Spétné postdenie projektu:
Nie



Netechnické zhrnutie projektu: 7579 / 20D o>
Nazov projektu: VZTAHY CENTRALNE] REGULACIE KASLA A DYCHANIA
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

KI'icové slova v projekte ( max 5 slov):

kaSel, centralna reguldcia, reflexy dychacich ciest, dychanie
Ucel projektu’*: Zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

1) zistit efekty neurdnovej excitécie a inhibicie vo vymedzenych oblastiach ventralnej
respiracnej skupiny (VRG) na dychanie a kael', pripadne iné reflexné odpovede z
respiracného traktu,

2) preskimat’ mozné excitacné a inhibi¢né neurénové mechanizmy vo vybranych
oblastiach VRG zapojenych do regulacie dychania a obrannych reflexnych odpovedi z
respiracného traktu,

3) zhrnut poznatky o spolo¢nych a diferencialnych efektoch centralnej regulacie
dychania a kadl'a vo VRG vratane moznych vplyvov anestézy, decerebracie a rozli¢nej
modality stimulécie kasl'a (indukovany mechanicky vs. chemicky)

Prinos z vykonaného projektu:

V originalnych postupoch ziskame déleZité poznatky o reguldcii kasla a obrannych
mechanizmov respira¢ného traktu na Grovni mozgového kmetia, najma vo vztahu k
dychaniu. Zakladom u¢inného ovplyvnenia kasla je selektivita, t.j. jeho modulacia bez
vyraznych zmien vregulacii afunkcii dychania ana to je nutné dostato¢ne poznat
centralne riadenie tychto motorickych dejov. Preskiimaju sa taktiez efekty aplikécie latok
ovplyviiujicich neurény (excitacia a inhibicia) a porovnaju sa efekty na kasel pri rozli¢nej
modalite stimulov. Vysledky budd zakladom pre klinické $tidie na zlep$enie
»manazmentu” respiracnej obrany u pacientov.

Predpokladané prinosy :

Nové poznatky o regulécii pokojného dychania, ka3l'a, prehitania atd. najmai v cielovych
oblastiach mozgového kmena so zameranim na VRG a diferencialne efekty na kagel vs.
dychanie.

Objasnenie u¢inku a mechanizmov niektorych neuromodulatorov.

Zistenie rozdielov v mechanizmoch obrany respiratného traktu iniciovanych rozli¢nymi
typmi stimulov.

Predikcia vplyvu lézii a nespravnej funkcie v centralnych oblastiach zodpovednych za
tvorbu dychového vzoru a reflexnych odpovedi z dychacich ciest.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné pocty:
Kralik domaci - maximalne 25 jedincov
Macka domaca - maximdalne 50 jedincov



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

Postupy sanestézovanymi zvieratami sd terminalne v naleZitej Urovni anestézie
s uplatnenim spravneho monitorovania jedinca (vitdlne funkcie, v pripade potreby
respiraénd podpora, normotermia, lokalne anestetika atd’.) a prevenciu akéhokolvek
vnimania bolesti a diskomfortu.

Predpokladana aroveii krutosti:
Anestézované jedince - bez moznosti zotavenia

Uplatnovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Komplexné neurénové funkcie a odpovede organizmu sa daju Studovat’ len na Zivom
jedincovi alebo obmedzene s pouZitim modelovych a simula¢nych technik. Pocitatové
modelovanie vSak stale zavisi od experimentalnych udajov. KedZe pre komplexné
reflexné odpovede z respiraéného traktu je zapojeny prakticky cely organizmus, nie su
metody prace sizolovanym orgdnom, tkanivom, & jednotlivou bunkou bez zahrnutia
celého jedinca aplikovatel'né.

Macka domdéca a kralik domaci su vhodné laboratérne zvierata, ktoré sa dlhodobo
vyuZivaju v experimentalnych $tadiach obrannych reflexov dychacich ciest. Centralne
a neuro-mediatorové mechanizmy reflexnych dejov, ktoré budu $tudované st najlepsie
preskimane u tychto druhov. Tieto taktieZ predstavuji najlepgiu variantu pre translaciu
vysledkov na ¢loveka. Neexistujui alternativne druhy (s vynimkou moré¢ata aviak vo velmi
obmedzenej miere), pretoZe ,niz$ie“ druhy laboratérnych zvierat (mysS, potkan) nemaju
vyvinuty kasl'ovy reflex a manipulacia s nimi ako aj uskuto¢nitelny protokol je limitovana
ich stabilitou, odolnostou a vel'kostou.

2. Redukcia poctu zvierat:

Na splnenie naSich pocetnych ciel'ov predpokladdme vykonat potas 40 mesiacov asi 20
protokolov v 4 sériach. Postupy budu vykonané na najni#$om pocte jedincov tak, aby bol
vysledok postupu Statisticky hodnotitelny a data ziskané z postupu relevantné.
Mnohoroc¢ny experimentalny vyskum potvrdzuje nutnost zahrnat do jednej série 6 az 8
(vynimocne 10) jedincov v zavislosti od druhu zvierata, typu experimentu a variability
ziskanych dat. Efektivnost vyuZitia jedinca je zniZena nutnostou vykonat kontrolné testy
a tym, Ze je postup u anestézovaného a decerebrovaného jedinca terminalny. ZvySenie
efektivnosti bude dosiahnuté: 1) vykonanim viacerych nekolidujicich protokolov na
jednom jedincovi (ak je to moZzné najma u macky), 2) priebeznym hodnotenim vysledkov
so sledovanim trovne Statistickej vyznamnosti sledovanych parametrov, 3) vyuzitim
skisenosti, postupov a dat (najmi kontrolnych) z predchadzajucich postupov, a stym
suvisiace optimalne planovanie postupov.

3. Zjemnenie:

Macka je druh mnoho desatroéi vyuZivany v neurologickom vyskume, odolny, dobre
monitorovatelny. Znaéné mnoZstvo dat o neurénovych funkciach pri dychani,
adaptacnych odpovediach, pri kasli, kychani, prehitani atd. ul'ah¢uju planovanie,
hodnotenie aj interpreticiu. Vietky predpokladané skiimané deje st umacky dobre
vyvolatel'né.



Kralik je druh menej odolny v experimente a tazgie monitorovatel'ny. Poznatky o dychan{
areflexnych dejoch utohto druhu v$ak taktie vyhovuji predmetu nadsho vyskumu.
Vsetky skimané deje su u kralika vyvolatelné, najma reflex kychania. Existujd zaujimavé
a dolezité rozdiely v centralnej regulacii vo¢i macke, take niektoré postupy je potrebné
potvrdit' aj s vyuZitim tohto experimentalneho modelu.

Stres jedincov sa minimalizuje ich sedaciou a anestézovanim priamo vo zverinci (bez
podnetov stvisiacich s manipulaciou a prepravou). Pred podanim anestetika sa zvierata
premedikuji podanim diazepamu, rovnako ako pacienti pred operaciou, ¢o zabezpedi
hladsi priebeh Givodu do anestézie a minimalizuje sa stres, ktory by mohol vzniknut pri
podani anestetika. Uplatiiuji sa v3etky postupy na optimalny monitoring funkcii a
parametrov jedinca. Po ukonéeni postupu st zvieratd humanne usmrtené predavkovanim
anestetika.

Humane endpoints:

Polas postupu je zviera v celkovej anestézii a ma plne monitorované vitdlne funkcie.
Vtejto faze sa postup predasne ukondi ak nie sme schopni dspesnej resuscitacie
a korekcie: straty drazdivosti dychacich ciest, straty odpovedi na kontrolné podnety (test
Urovne anestézie), neschopnosti vyvolat reflexné odpovede, masivneho krvacania,
kardialneho zlyhania (a dlhotrvajiiceho nebezpeéného poklesu tlaku krvi), respiracného
zlyhania, nebezpec¢nych zmien biochemickych parametrov krvi (napr. extrémna acidéza).
Pocas pobytu vo zverinci nastane v pripade najmenej 5 prejavov zlého zdravotného stavu:
malatnost, dehydratacia, neschopnost prijat vodu a potravu, strata hmotnosti > 20 %,
agonalne dychanie (gasping), kardiovaskuldrne problémy (znacny poklesom krvného
tlaku, tmava farba sliznic znamenajtca hypoxiu tkaniv atd’).

Hodnotiace skore zdravotného stavu zvierat

Bodové
|_skore
1 Dobry fyziologicky stav

Charakter zdravotného stavu Opatrenie

Zvazenie doplnkovej starostlivosti,
2 Mierne zhorseny stav Castejsia kontrola zvierata

Pritomnost’ 3 prejavov zhor$eného
zdravotného stavu.

3 Zhor3eny zdravotny stav Castejsia kontrola zvierata, doplnkova
starostlivost' (analgetik4, pridanie
tekutin, zvySenie tepla)

Pritomnost’ 4 prejavov zhorseného

4 Zly zdravotny stav zdravotného stavu. Porada

s veterindrom a aplikacia jeho navrhov. |
Pritomnost 5 a viac prejavov
zhorSeného zdravotného stavu
(humane endpoint). Vyradenie zvierata
Z postupu a humdanne usmrtenie.

5 Nepriaznivy zdravotny stav

Sledované parametre v hodnotiacom procese:



- celkovy vzhlad zvierata:
o telesny stav (prirastok / ibytok hmotnosti)
stav srsti / koZe (Cistenie, pilorekcia, koZzné 1ézie, hydratacia koZe)
pritomnost vytoku (oci, usi, nos, urogenitalny systém)
vzhl'ad otf (zatvorené, polozatvorené, zakalenie) a sliznic
spbsob pohybu a stav pohybového aparatu (pokrivkavanie, naklaianie,
kruZenie, stereotypné drzanie tela)
- telesné funkcie zvierat'a:
o prijem potravy a vody
o respirany systém (zrychlené, tazké, lapavé dychanie a iné zvuky)
o vyprazdiiovanie a modéenie
- socialne interakcie zvierata:
o hypo/heperaktivita, bojazlivé / agresivne interakcie, zretelné unikové
reakcie, skryvanie sa
- chovné prostredie
o znelistenie podstielky, stolica a jej hustota, pritomnost vyvratkov, krvi
- vol'né pozorovania:
o iné neobvyklé pozorovania, znaky bolesti a utrpenia - vyraz tvare (nos, ugi,
fuzy)

o O O O

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: nie

Vzhl'adom na to, Ze ide o projekt, ktory je v kategorii ,bez moznosti zotavenia“, podl'a §
37 ods. 3 nariadenia vlady ¢. 377/2012 Z. z. projekt nebude podliehat’ spatnému
posudeniu.



