Priloha ¢. 3

Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR €.377/2012 Z.z.

Néazov projektu: Stadium vplyvu indukovanej hyperhomocysteinémie na rozvoj metabolickych
a neurohistopatologickych zmien s  ¢rtami  Alzheimerove; choroby
v experimentalnom modeli mozgovej ischémie.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu; 2035 —-3 / coco-<CO

Klucové slova: experimental ischemia, alternative metodology, animal model, four vessel occlusion
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Ucel projektu: zakladny vyskum

Informacie o cieloch projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o pocte a typoch zvierat,
ktoré sa pouziju

Ciele projektu:

Hlavnym ciefom projekiu je zistit vplyv metabolickych portch, vyvolanych napr. vysokym obsahom
metioninu v stave (hyperhomocysteinémia) na nasledné prerudenia prietoku krvi mozgu v uréitych
oblastiach mozgu. Sledovanim oboch procesov zagastfiujucich sa v postupe odumierania nervovych
buniek, ako aj najdenie vhodnych preventyvnych/prediktivnych mechanizmov voéi patologickym zmenam,
ktoré st spdsobené hyperhomocysteinémiou samotnou alebo v spojitosti s preruSenim prietoku krvi
v mozgu.

Predpokladany prinos projektu:

Vyskum zamerany na $tudium neurodegenerativnych ochoreni na prezivajucich pacientoch je mozné len
do urciteho stupiia, rovnako ako aj sledovat degenerativne zmeny nervovych buniek in vitro, preto je
obzvlast potrebné detailne popisat’ deje, ktoré vedl k rozvoju neurodegenerécie prave s vyuzitim
zvieracich modelov.

Predpokladame, Ze nase experimenty s farmakologickym a nefarmakologickym neurodegenerativnym
postupom daji jednoznaénu odpoved na to, €i metabolicka porucha vyvolana zvy$enim homocysteinu
v plazme zohrava vyznamnu ulohu v mechanizmoch odumierania nervovych buniek po preruseni prietoku
krvi mozgom.

Nase vysledky by tiez mohli prispiet k pochopeniu tlohy modifikovatelnych rizikovych faktorov (strava) aj
v klinickych Studiach v SirSom kontexte. Vyskum procesov, ktoré spistaju poskodenia mozgu spojeného
so zlyhanim krvného obehu a naslednom aspednom obnoveni prietoku okyslienej krvi mozgom méze
poskytnat klucové informacie v prevencii a moznej terapii neurodegenerativnych ochoreni.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
Potkan laboratémy, kmen - Wistar, 150 ks/5 rokov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Prva Cast experimentov zahfiia indukciu metabolickej poruchy (hyperhomocysteinémie - hHcy):

1. Subkutanna aplikacia homocysteinu (Hcy) do kozného zahybu nad zadnou labkou 1x denne
pocas 14-28 dni. Po aplikacii Hcy sa mézu u niektorych zvierat objavit na kozi malé chrasticky,
ktoré sa po niekolkych dioch vysusia a odpadnu. Nakolko sa v$ak nejedna o nebezpeén( latku
a neobsahuje nebezpetne zlozky, ani latky s expoziénymi limitmi na pracovisku Eurdpskeho
spoloCenstva, ani latky vzbudzujuce velké obavy nad ich prislusnymi uvadzanymi limitmi,
nepredpokladame, zeby Hcy spbsobil zvieratam po aplikacii vaésiu ujmu. Rana bude Standardne
oSetrena a zvieratd budu udrZiavané vo zverinci s najva¢3ou starostlivostou po celt dobu trvania
experimentu. Pripadny dhyn experimentalnych zvierat v suvislosti s pouZitymi davkami Hey je
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preto nepravdepodobny, avSak nemozno ho vyliéit u jedincov so zvy3enou citlivostou
zapri¢ineného napr. individualne zhorenym zdravotnym stavom. Zhfadiska humanneho
postupu budd zvierata ovplyviiované subkutannou aplikaciou Hey, sledované vo zvy$enej miere
z hladiska vCasného odhalenia pripadného neumerného vyskytu prejavov poskodenia
chemikaliou. Sustredime sa na vyznamné ovplyvnenie motorickych funkcii, neimernu retardaciu
rastu a absenciu prijmu potravy, ¢o budeme hodnotit pomocou popisaného human end point
skore a ihned zvazovany charakter dalieho priebehu experimentu.

2. Metionin (Met) podavany v pitnej vode po dobu 14-28 dni. Pri ordlnom podavani metioninu
v pitnej vode sa u niektorych zvierat moze vyskytnit nechutenstvo, ktoré vSak zvaésa do dvoch
dni vytrati. Metionin je esencialna aminokyselina, ktoré sa vyskytuje bezne v strave. Nakolko sa
nejedna o nebezpednl latku a neobsahuje nebezpectné zlozky, ani latky s expoziénymi limitmi na
pracovisku Eurépskeho spolocenstva, ani latky vzbudzujice velké obavy nad ich prislusnymi
uvadzanymi limitmi, nepredpokladame, zeby Met spdsobil zvieratam po aplikacii vacsiu ujmu.
Pripadny Uhyn experimentalnych zvierat v suvislosti s pouzitymi davkami Met je preto
nepravdepodobny, avSak nemozno ho vylugit u jedincov so zvysenou citlivostou zapriCineného
napr. individualne zhor§enym zdravotnym stavom. Z hladiska humanneho postupu budu zvierata
ovplyvilované Met diétou, sledované vo zvy3enej miere z hladiska véasného odhalenia
pripadneho neimerného vyskytu prejavov poskodenia chemikaliou. Sustredime sa na vyznamné
ovplyvnenie motorickych funkcii, neimern( retardéciu rastu a absenciu prijmu potravy, ¢o
budeme hodnotit pomocou popisaného human end point skore a ihned zvaZovany charakter
dalSieho priebehu experimentu.

Druha &ast experimentov zahfiia Experimentalny model prerusenia prietoku krvi mozgom cez kréné
a chrbticove cievy (15 min prerusenie prietoku krvi do mozgu). Zvierata si pri jeho vykonavani v anestezii.
Rany po chirurgickych zakrokoch budu $tandardne osetrené a zvierata budu udrziavané véiil#s najvacsou
starostlivostou po jednotlivé doby obnovenia prietoku krvi do mozgu. Po operaénom zakroku je
nevyhnutné monitorovat’ zvierata a priebezne vyhodnocovat odchylky od normalu, sledovat ich vzhlad,
prijem potravy a vody, zhodnotit prirodzené spravanie a posudit' klinické priznaky. Na ufahcenie prijmu
vody sa pouZiju flae spredizenou napajacou nasoskou. Zvierata mozu prejavovat znamky
neurologického poskodenia — malatnost, napoly privreté vieCko, spomaleny pohyb, znizeny prijem
potravy, ktore sa vacSinou po 2-3 diioch upravuju. Predpokladame aj kognitivne zmeny (poSkodenie
kratkodobej a dlhodobej pamate). V ramci postupov vyzadujucich pouZitie anestézie existuje urcité riziko
skusenostami a odbornou spdsobilostou personalu vykonavajlceho tieto postupy na zvieratach. Ak sa
spozoruje ktorykolvek z uvedenych ukazovatelov, zvierata sa humanne usmrtia: ak sa napr. zvierata
nepohybujl, maju zatvorené oci, piskaju pri dychani, maju silné trasenie s poetnymi zadkibmi, vdbec
neprijimaju vodu a potravu.

Predpokladana droven krutosti:
Podla prilohy ¢.4 k nariadeniu vliady Slovenskej republiky ¢.37712012 Z.z. klasifikujeme krutost
jednotlivych postupov nasledovne:

Postup Vplyv na zviera krutost’

VaZenie Kratkodoby mierny stres slaba
Znadenie zvierat Kratkodoby mierny stres slaba
Metionin podavany v pitnej vode (14-28 dni) Mierny stres slaba
Subkutanne podavanie homocysteinu (14-28 dni) Mierny stres stredna
Vystavenie U&inkom pésobenia
homocysteinu/metioninu po 14-28 diiovom Mierny stres stredné
podavani

. . . Vykonavané v anestézii, .
In vivo MR vy3etrenie y miery stres stredna
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. P . Vykonavané v anestézii , .
15 min prerusenie prietoku krvi do mo%gu miemy stres stredna
Obnovenie prietoku krvi do mozgu v diZke trvania . .
24 hod, 3,7, 14, 21 a 28 dn Mierny stres slaba
Samostatné umiestnenie zvierat v klietkach Mierny stres stredna
celkova klasifikacia stredna

Preukézanie suladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Nahradenie (Replacement):

Objasnenie, preco niektore typy buniek hynt v relativne kratkom €asovom intervale po preruseni prietoku
krvi do mozgu, resp. zistenie mechanizmov obrannych procesov bunky voéi tomuto deju sa nemdze
vykonavat v experimentalnych podmienkach bez vyuZitia celostného pristupu, t.j. na experimentalnych
zvieratach. Dovodom je vysoka komplexnost procesov, kooperacia roznych typov buniek, ako aj celkova
odpoved organizmu na po$kodzujlci podnet. Postupy su pouZitelné pri modelovani vykonnych organov
cielovych bunkovych signélov, ktoré sa javia byt rovnaké ako u zvierat, tak aj v humannej medicine.

Znizenie (Reduction):

Projekt je naplanovany tak, aby bol pouzity ¢o najmensi podet zvierat (experimentalne skupiny zvierat),
aby sme zabezpedili validity a reprodukovatelnost vysledkov. Men$i poCet zvierat by mohol ovplyvnit
objektivne zhodnotenie vysledkov celého projektu. Predpoklada sa cca 90 % UGspeSnost  kvoli
experimentalnej narocnosti pouzivanych metodickych pristupov. Polet zvierat ktoré uhyn( pocas
operatného ¢i po operatnom zakroku je tazko odhadnutelny. Predpoklada sa cca 10 % Uhyn zvierat
poCas operacnych zakrokov a pocas obnovenia prietoku krvi do mozgu. V snahe o dosiahnutie ¢o
najnizsej miery tmrtnosti poCas experimentov, resp. prezivania jedincov sa na pracovisku.kladie déraz
na vysoku troveri zruénosti pri vykonavani experimentalnych metéd s naslednou maximalizaciou mierou
poskytnutia pooperacnej starostlivosti a zjemriovania.

Zjemnenie (Refinement):

Starostlivosti o zvierata ako aj manipulacii s nimi sa bude venovat velka pozornost. Bude sa brat ohlad
na naroky na ustajnenie zvierat, na zvykanie si zvierata na €loveka a na $etrné zachadzanie. Pokusné
zvierata budu chované v podmienkach, ktoré u neho nevyvolavaja stres - zohladuje sa velkost klietky,
poCet zvierat, svetelny a krmny rezim. Pri operaénom zakroku sa minimalizuje invazivnost, zaistuje sa
vyhovujica operacna analgézia a dostatoCna pooperaéna starostlivost. Operatne zakroky (model
prerusenia prietoku krvi mozgom v dlzke trvania 15 min) a in vivo MR analyza sa na zvieratach budi
vykonavané v celkovej anestézii a po skonéeni anestézie pri prezivani, obdobie obnovenie prietoku krvi
do mozgu alebo preberanie z anestézie po MR vySetreni bude zvieratam venovana zvy$ena starostlivost.
PreZivanie v tejto faze ulahCuje umiestnenie zvierata na vyhrievani podlozku, ako aj podanie
fyziologického roztoku. V kazdom pripade su ihned po ukonéeni prerusenia prietoku krvi mozgom
podavané analgetika (Carprofen alebo Meloxicam) na zmiernenie bolesti, na zabranenie neziaducich
patologickych prejavov a na celkové zjemnenie postupu. V pooperatnom obdobi budd jedince denne
sledované a analgetikum (Carprofen alebo Meloxicam) im bude podané opatovne pri akychkolvek dalSich
nezvyklych patologickych pooperaénych prejavoch, ako je napr. bolestivost prejavujlica sa stabilnou
polohou zvierata so zjezenou srstou, vydavanie neprirodzenych zvukov a pod. Pri dosiahnuti bodového
skore 3 v ktoromkolvek zo sledovanych parametrov hlavnych kritérii (vid. Tabulka 1), bude zviera
humanne usmrtené v celkovej hibokej anestézii tak aby bolo minimalizované jeho ,utrpenie”, pri skore
nad 1 az 2 podanie analgetika pripadne roztoku glukozy.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schval'ovaniu: nie
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Tabulka 1: Hiavné kritéria pre HUMAN ENDPOINT (HUMANNE UKONCENIE POSTUPU)

HLAVNE KRITERIA PRE HUMAN ENDPOINT

vaha Zaznam
normaina Ubytok pod 20% Ubytok nad 20%
0 1a22 3
fyﬁglu ukonéenie postupu
trasenie
]
" nema slabé s obéasnymi zasklbmi silné s pocetnymi zasklbmi
z 0 2 3
g’ analgetikum ukongenie postupu
2 sekréty
& nema pritomny mierny priehfadny  pritomny silny priehf'adny alebo krvavy
0 1az2 3
analgetikum ukentenie postupu
svalovy tonus
normalny znizeny slaby
0 1az2 3
analgetikum ukoncenie postupu

POMOCNE KRITERIA PRE HUMAN ENDPOINT

postoj
normalny schileny abnormalne prejavy
0 2 3
analgetikum analgstikumn-+kontrola hlawnych kritérii
stav srsti
normalny neucesana Spinava/sekréty
0 1a22 3
% kontrola hlavnych kritéri
% vzhtad oti
g normalny polozatvorené zatvorené
5 0 1as2 3
-.E analgetikum analgetikum+kontrola hiaviych kritérii
E‘ pohybova aktivita
E normalna znizena Ziadna
; 0 1az2 3
e analgetikum analgetikum-+kontrola hlawych kriteril
E’ zvukové prejavy
nema chrapot piskanie
0 1 3
analgetikum analgetikum-+kontrola hlavnych kritérii
Cistota podstielky
normalna mierne znedistena vykaly a sekréty
0 1 2az3

kontrola hlawnych kriterii

V Martine, dna 18.9. 2020
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU:

Nazov projektu: PasaZovanie referenénych kmenov Trichinella spp.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: é / // 3 -3 / 020220
KPuéové slova v projekte (max 5 slov): trichinely, laboratérna my$, pasdZovanie

Ukel projektu: zdkladny a aplikovany vyskum za udelom prevencie, diagnostiky alebo liccby
chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov ¢loveka, zvierat alebo ich
G¢inkov na ludi, zvieratd a stanovovania, odhalovania, usmeriiovania alebo upravy
postidenia, zistenia, regulicie alebo zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych
procesov ludi, zvierat; vysokoskolského vzdelavania alebo odborného vzdelavania na ucely
ziskania, udrzania alebo zlep8enia zruénosti potrebnych na vykon povolania.

Ciele projektu: Ciclom projektu je udrZiavanie referenénych kmefiov trichinel, ktoré¢ boli
ziskané z komunitného referenéného pracoviska pre diagnostiku trichinelézy European
Trichinella Reference Centre v Rime a udrziavaji sa ako referenc¢ny material pasazovanim na
laboratornych mysiach pre vedecké a diagnostické tcely (pre potreby diagnostiky, pripravy
antigénov, porovnidvacich §tadii, pripravu medzilaboratdrnych testov a potreby
diagnostickych pracovisk) a poskytovanie pre vy¢bu a tréning pre vysokoskolské vzdelavanie
a celozivotné vzdelavanie veterinarnych lekarov.

Prinos z vykonaného projektu: Prinosom projektu je zabezpedenie Cerstvého parazitarneho
materialu sliziaceho pre vyskum, vzdelavanie a diagnostiku.

Druhy pouZitych zvierat a ich poéty: mysi, kmeii CD1, samce/samice, max. 50 jedincov za
rok, max. 250 jedincov za dobu trvania projektu.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati vramci vykonavania
projektu: Vzhladom na to, Ze infekéné davky s volené tak, aby nespdsobili zvieratam
prepuknutie klinickych priznakov ochorenia, nepriaznivy vplyv aujma na zvieratich sa
nepredpoklada. Vo vel'mi ojedinelych pripadoch sa mdZe v prvych diioch po infekeii objavit’
hnacka v dosledku érevnej fazy, ta vSak po niekol’kych diioch spontanne odznieva. V d’alsom
priebehu infekcie sa ujma u zvierat nepredpoklada, nakol’ko zvierata vo vieobecnosti znaSaji
infekciu trichinelami bezpriznakovo a klinické ochorenie sa u nich nevyvija.

Predpokladana aroven krutosti:

Fixacia za kozn1 riasu na krku a chvost: slaba
Zavedenie zaludkovej sondy per os: slabd

Priebeh infekcie trichinelami: slaba

Kumulativny G¢inok — infekcia trichinelami: slaba
Spolu pre zviera v postupe: slaba

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Pre experiment sme zvolili laboratérne mysi, ako najdostupnej§i mozny model laboratérnych
zvierat. Pokus nie je moZné vykonat’ alternativnym spdsobom, pretoze v in vitro podmienkach




nie je mozn¢ dlhodobo udrziavat’ Zivotaschopné a infek¢né larvy trichinel, ktorych vyvoj a
preZivanie su viazané na kostrovu svalovinu. Existencia alternativnych metdd bola overovana
v databazacha Eurdopskeho centra pre validiciu alternativnych metéd (ECVAM), NTP
Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods (NICEATM),
Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM),
GO3R Web a na internete prostrednictvom vyhl'adavaéov GOOGLE a PuBMed. V Ziadnej z
tychto databédz sa nevyskytuje zmienka o moZnosti pasdzovania trichinel in vitro, na
bunkovych kultarach, alebo inymi alternativnymi metédami. Je nevyhnutné pouZit’ cicavei

A4

2. Redukcia poctu zvierat:

Pocet zvierat Ziadanych pre projekt je ureny poc¢tom referenénych kmenov, ktoré je potrebné
udrziavat. Na kazdy referenény druh trichinel sa planuje skupina 5 jedincov, aby sa
zabezpecil dostatok parazitarneho materidlu a prediSlo sa riziku straty referenéného kmena v
pripade thynu zvierat alebo zvySenej potreby lariev. Zasadu zniZovania poctu zvierat sme
oproti minulosti splnili aj tym, Ze sme znizili interval pasédzovania lariev z trikrat rocne na
dvakrat rocne a obmedzili sme pocet udrziavanych referenénych kmetiov na 5.

Krokom k redukcii poctu zvierat je vyuZitie skutoénosti, Ze sa pasdzovanie referencnych
kmetiov trichinel nie je v pravom slova zmysle experiment, z ktorého sa ziskavaju udaje a nie
je potrebna uniformita zvierat pre menSiu variabilitu vysledkov. Preto vyuZivame jedince
oboch pohlavi, ktora sa narodia v zariadeni a nevstupuju do iného schvaleného experimentu,
¢im sa znizi nutnost’ selektivneho utracania novorodenych jednotlivcov neziaduceho pohlavia.

3. Zjemnenie:

Vzhl'adom na to, ze fixadcia a nakazovanie zvierat su jednorazové, kratke a nebolestivé,
nevyzaduje sa pocas tohto zakroku podavat’ mySiam pripravky na zmiernenie bolesti. Infekcia
sa uskutoCriuje takym poctom lariev, ktoré nevyvolavaji klinické ochorenie a umoziuji
dlhodobé preZivanie zvierat bez toho, aby bol naruseny ich zdravotny stav, pohoda alebo
welfare. Denne sa bude sledovat zdravotny stav mySiek a v pripade objavenia sa
a pretrvavania znamok utrpenia budia humanne usmrtené cervikalnou dislokaciou.

Sucast'ou zjemnenia je vytvaranie skupin z jedincov pochadzajicich z jedného hniczda, aby
sa minimalizoval stres z odstavu a zmie$avania skupin.

Zjemnenie dosiahneme aj poskytovanim predmetov na obohatenie prostredia a aktivizaciu -
preliezok, doméekov a kartonovych tunelov.

Projekt nebude spiitne posiideny po skonceni v siilade s § 37 bodom 2) NV 377/2012.



Aktualizované netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Hodnotenie protinddorovych utinkov rastlinnych  funkinych  potravin
pouZitim ortotopického syngénneho modelu karcinému prsnika

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: C.k. Ro.2212/19-221
Kluéové slova v projekte (max 5 slov): karcindm prsnika, mysi Balb/c, ortotopicky model, fytoterapia
Ucel projektu: Zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

V poslednych rokoch sa zvysil zaujem o latky prirodného pdvodu pre ich o¢akavany protinadorovy
efekt v organizme. Ciefom projektu je analyzovat antitumorovt aktivitu prirodzenych substancii
(Thymus vulgaris, Salvia officinalis, Cinnamomum cassia) pouzitim syngeneickych modelovych 3tudii
mamarnej karcinogenézy u samic my$i. V experimentoch bol hodnoteny rast objemu inokulovanych
4T1 buniek adenokarcindmu mlie¢nej #fazy mysi a mechanizmus G¢inku poddvanych substancii
(histopatologické markery).

Pri pitve sme odobrali krv, nddory vypitvali a vyhodnotili pripadné makroskopické zmeny na
sledovanych organoch. V jednotlivych skupindch sme Statisticky vyhodnotili zakladny parameter
mamérnej karcinogenézy - objem nadorov. Vykonali sme histologicku typizéciu nadorov a ich grading.
Sutastou postupu bude mimoriadne délezZitd analyza preZivania zvierat.

Z overovania cez najprestiznej$iu vedecku databazu Web of Science je zrejmé, Ze este neexistuju
vysledky z uvedeného vyskumu. Z hladiska vedy preto existovala nutnost jeho vykonania, aj z dérazom
na zavaznost problematiky karcinému prsnika u Zien, kde fytoterapia mdze zohravat vysoko prinosnu
dlohu aj preto, ze rastlinné funkéné potraviny st lahko a aj cenovo dostupné pre Sirokd populdciu.

Prinos z vykonaného projektu

Na zaklade protinadorovych vlastnosti mozu fytochemikalie v prirodzenych substanciach priniest
pre klinickd onkolégiu nové pristupy v &i uz v chemoprevencii alebo v lie¢be nddorového ochorenia. Na
nadom pracovisku sa problematikou experimentdlnej mamarnej karcinogenézy zaoberame 23 rokov,
pricom analyze protinadorového Géinku fytofarmak/fytosubstancii sa venujeme takmer 10 rokov.
Vyhody diéty bohatej na rastlinné zloZky spo&ivaju v komplexnom pdsobeni velmi Sirokého spektra
fytochemikalii. Prave aditivne a synergické pdsobenie fytochemikdlii zodpovedd za ich antioxidacné
a protinddorové uginky. Tato skutoénost vysvetfuje fakt, preo samostatne aplikovany antioxidant
nemdte nahradit kombinované pdsobenie desiatok réznych fytochemikalii pritomnych v rastlinnych
produktoch a neméze dosiahnut s nimi porovnatelné Gicinky na zdravie Clovek

V experimentalnej rakovine prsnika in vivo a in vitro doteraz neboli hodnotene antineoplastické
U¢inky ani jednej z prirodzenych substancii, ktoré sme testovali. Tymian je zaujimavy obsahom
fenolickych Iatok, saponinov a steroidnych ldtok (Bozkurt et al., 2012). Salvia sa vyznacuje vysokym
zastupenim hlavne flavonoidov, zvld3t alfa-tujon, kamfor, borneol, gamma-murolen (Russo et al.,
2013). Skorica je bohata na anthokyaniny, cinamaldehyd, eugenol, cineol, cinamyl acetat.

Chceme zddraznit, Ze rieenim tohto projektu sme ziskali prvotné experimentalne vysledky, ktoré
mozu byt velmi prinosné zvlast pre klinickt prax. PouZitie ortotopického syngénneho modelu umoznilo
analyzovat nielen lieéebné moZnosti ale aj preZivanie laboratérnych mysi, ¢im sme ziskali velmi
hodnotné vysledky v ramci vedného odboru onkolégia, konkrétne pre lie¢bu karcindmu prsnika. V
projekte sme analyzovali zakladné parametre tumorového rastu a urcili histologickd typizaciu nadorov.
V rdmci terapeutického hodnotenia sme vyhodnotili preZivanie zvierat, ¢o vyznamne prispelo k validite
vysledkov a teda aj vedeckej hodnote celej studie.
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Druhy a pocty pouZitych zvierat:

V projekte sme redlne poufili panenské samice laboratornych mysi kmena Balb/c v celkovom pocte
234 kusov (z 234 schvalenych).

Doba rie$enia projektu — 2 roky (1. 8. 2017 - 31. 12, 2019), pocas ktorych boli realizované 3
experimenty, pricom v kazdom sa poutZilo 78 zvierat.

Celkovd di*ka experimentov, tymian - 40 dni, §korica - 48 dni, 3alvia - 38 dni.

Nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:
V $tudii analyzy lie€ebného efektu iSlo o modely s vyvolanymi nddormi u mysi, pri ktorych sa o¢akavalo,
je spBsobia maximélne strednt bolest alebo strach, alebo Ze budu stredne prekaZat normalnemu
spravaniu.
V $tudii analyzy prefivania iSlo modely s vyvolanymi nadormi, pri ktorych sa oéakavalo, Ze spGsobia
progresivnu letdlnu chorobu spojent s dlhotrvajuicou strednou bolestou, strachom alebo utrpenim.
Zvieratd boli denne monitorované za Uéelom hodnotenia prezivania. Krivka preZivania zvierat
je najlepsim obrazom toho ako terapia Uéinkuje, je velmi Ziadana vo vysledkoch vietkych
onkologickych $tudii. Kazda klinickd onkologickd studia porovnava prezivanie ludi bez terapie as
terapiou, analogicky je potrebné postupovat aj u animalnych studii pre ziskanie vedecky hodnotnych
vysledkov.

Urovne realizovanej krutosti: v zavislosti od jednotlivych postupov - slabd, stredna aZ kruté (vysokd)
Vysoka krutost sa tykala polovice z pouZitych zvierat, tj. 117 zvierat.

UplatAovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

K metdde pouzitej v ukonenom projekte nie je mozné vyuZit alternativne metddy, pretoze
fytosubstancia sa musi testovat aj na celistvom organizme, nestadi iba testovanie in vitro na bunkovych
liniach, vzhladom na to, Ze pri tychto experimentoch nie je moZné sledovat komplexny vplyv vsetkych
parametrov a stcinnosti v celistvom organizme. Tymian, $korica ani Salvia neboli doteraz testované
v uvedenom ortotopickom 4T1 modeli mamarnej karcinogenéze u mysi (dokumentované pri podavani
Ziadostiv r. 2017, vid prilozené vypisy z Web of Science; klticové slova: orthotopic mouse model, breast
cancer, thyme resp. sage resp. cinnamon).

2. Redukcia poctu zvierat:

V kazdom postupe sme pouZili minimalny pocet zvierat (n=78; 3 experimentdlne skupiny po
26 zvierat, tie boli este rozdelené na 2 podskupiny $tudie terapie resp. preZivania po 13 zvierat). n=13
je pocet zvierat potrebny na ziskanie signifikantnych vysledkov po Statistickom hodnoteni a ktory je
este akceptovatelny vedeckou komunitou (zachovanie validity a reprodukovatelnosti experimentu).

3. Zjemnenie:

Najpouzivanejsimi laboratérnymi modelovymi zvieratami su hlodavce, pretoZze maju mnohé
jedine¢né vlastnosti, ktoré ich preduréuji kziskavaniu a hodnoteniu veobecnych principov
experimentov, t.j. nie je nahraditelny inym druhom. Hlavnou vyhodou pouZitia mysi je to, Ze ich nadory
mliecnej Zlazy sa velmi podobaju ludskym, tak v etioldgii ako aj v patolégii (Medina et al., 1982). Velmi
doleZitym kritériom v experimentdlnej onkoldgii na definovanie terapeutickych moZnosti alebo
karcinogénnej aktivity farmaka je spontanny vyskyt tumorov. Vdaka spontdnnemu vzniku nddorov pri
dihodobych $tudidch su vybrané kmene mysi a potkanov vhodnym modelom pre imitaciu situacie u
fudi {(Anderson, 1992). Mys je nevhodna pre Studium chemoprevencie aviak je vhodnd pre realizaciu
ortotopického (syngénneho resp. xenograftového) modelu s pouZitim subkutdnne inokulovanych
buniek karcindmu (Ito et al., 1996).



Spdsob manipuldcie so zvieratami a starostlivost o zvieratd pocas postupu bude v silade s
poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni vlady SR ¢ 377/2012 Z.z. a Vyhlaske Ministerstva
pdédohospoddrstva a rozvoja vidieka SR ¢ 436/2012 Z.z. Co sa tyka zasady zjemiiovania postupu,
charakter postupu minimalizuje stres uzvierat, ked%e pocas celej dlzky experimentu sa okrem
subkutannej inokuldcie buniek karcinému (slaby stuperi krutosti) nerealizovali na zvieratach Ziadne
bolestivé vykony, iba palpdcie a védZenie predstavujlce tie? iba slaby stupefi krutosti. Po¢as celého
priebehu postupu neboli zvierata vystavené bolestivym zakrokom. V $tadii terapeutického hodnotenia
a preZivacej $tudie sa pouZilo analgetikum Carprofen, 5 mg/kg/defi aplikovany vode (odporuéenie
zmluvného vet.lekdra), kedy sme ocakavali uzvierat strednt aZ krutd bolest. Carprofen patri do
skupiny nesteroidnych protizapalovych latok (NSAID), bolo poddvané peroralne denne do pitnej vody
(vypocitala sa priemerna spotreba vody v jednej klietke na defi, stanovila sa priemerna hmotnost
zvierat na klietku a nasledne sa stanovilo mnoistvo lie€iva rozpusteného v jednej flai). Zvieratdm bolo
analgetikum aplikované kontinudlne, ¢im sa zabezpelila jeho maximalna efektivita. Carprofen
v uvedenej davke je osvedéenym analgetikom u hlodavcov, aplikdciou tohto analgetika dokazatelne
zmiernime utrpenie zvierat, navySe klietky boli vybavené hratkami - enrichmentom (tunely, iglu
domdceky). Stupen bolesti bol posudzovany na zdklade postudenia vitality zvierat, pripadne vyskytu
nekrotizujuceho nddoru. V prvej ¢asti experimentu sme pozorovali u zvierat celkovo dobry zdravotny
stav, bez poklesu vitality, z dévodu nerozvinutej formy rakoviny - e$te bez metastdz. Nebol Ziaden
Uhyn. Zvieratam bolo poddvané vyssie spominané analgetikum v oboch &astiach experimentu —
terapeutickej a prezivacej (zacala cca po dvoch tyzdiioch). Mimoriadne délefitd preZivacia ¢ast tudie
priniesla zvieratam vacsiu ujmu. Kritériom pre humanny endpoint bol zretelny pokles vitality zvierat,
druhym kritériom pre humanny endpoint bola viditelhd nekréza nddoru, ktord bola pritomnda u
nadorov s va¢sim objemom. Dal$im dévodom na predcasné usmrtenie bola zmena vzhladu (hlavne
farba srsti a piloerekcia), zmena spravania (izolovanost, imobilita a depresia) a Gbytok hmotnosti. Ako
nahle o i len jeden z uvedenych parametrov dosiahol bodové hodnotenie 3 (stupnica welfare), zviera
sa usmrtilo. Spolu i8lo 051 pripadov humdnneho endpoint. Stddia prefivania je najhodnotnej$im
ukazovatelom ucinku testovanej lie¢by, predstavuje najvalidnejsi parameter terapie. Co sa tyka
pomeru ujmy a prinosu, Etickd komisia @ijjjiii dosla k zéveru, Ze celospolocenska hodnota vysiedkov
rieSenia tohto projektu prevysuje ujmu zvierat spésobent utrpenim, bolestou a strachom a s ohfadom
na etické aspekty, mozu byt vysledky projektu v koneénom ddsledku prospené ludom.

aihimhinge 4. 06. 2020
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Priloha €. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Hodnotenie antineoplastickych uginkov rastlinnych funkénych potravin v
mamarnej karcinogenéze

7. VIR oYt
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: L g/ cleo-220

KPucové slova v projekte ( max 5 slov): 4T1 model, vanilka, sumak, cirok
Utel projektu: Zakladny vyskum

Opisat’ ciele projektu: Cielom projektu je hladanie tzv. superpotravin s pleiotropnymi
blahoddrnymi u¢inkami na I'udsky organizmus vyuZitelné v lietbe rakoviny (ale aj inych
civilizatnych ochoreni) a ktoré mdzu zohravat' podstatnii ulohu v zlep$ovani celkového
zdravotného stavu svetovej populdcie. Planované si animdlne §tudie, v ktorych budeme
analyzovat’ antineoplasticky u¢inok prirodzenych substancii v modeli rakoviny prsnika
u samic mySi. Postupy budu tvorit’ $tudie s indukovanou mamarnou karcinogenézou u samic
mysi. Postupne vyhodnotime terapeuticka efektivitu Vanilky pravej (Vanilla planifolia),
sumaku (Rhus coriaria), €i otrib ciroku (Sorghum bicolor). Budeme hladat’ mechanizmus
GCinku oCakavaného lieCebného posobenia pouZitych fytosubsatncii. Vyhodnotime pripadné
vedlajSie u€inky latok na organizmus zvierat (telesnd hmotnost’, spotreba potravy, vody, pri
pitve zhodnotime makroskopické zmeny na vybranych organoch (pedeti, slezina, GIT,
ovaria). Pojde o origindlne vysledky, ktoré mdZu priniest velmi doéleZité poznatky do
klinického vyskumu s moZnou translaciou do klinickej praxe.

Prinos z vykonaného projektu: Na zéklade protinadorovych vlastnosti mozu fytochemikalie
v prirodzenych substanciach priniest’ pre klinicki onkoldgiu nové terapeutické pristupy v &i
uz v chemoprevencii alebo v lie¢be nddorového ochorenia. Na nafom pracovisku sa
problematikou experimentalnej mamérnej karcinogenézy zaoberdme vyse 20 rokov, pridom
analyze protinddorového ucinku fytofarmak/fytosubstancii sa venujeme takmer 10 rokov.

Vyhody diéty bohatej na rastlinné zlozky spo¢ivajii v komplexnom pdsobeni velmi $irokého
spektra fytochemikalii. Prave aditivne a synergické pdsobenie fytochemikélii zodpoveda za
ich antioxidatné a protinddorové G&inky. Tato skutoénost’ vysvetluje fakt, pre¢o samostatne
aplikovany antioxidant neméZe nahradit kombinované pdsobenie desiatok rdznych
fytochemikalii pritomnych v rastlinnych produktoch a nemdze dosiahnut’ s nimi porovnatel'né
uCinky na zdravie ¢loveka. Ciel'ovou skupinou pre dlhodobt konzumAciu tzv.superpotravin
budu nielen vysokorizikovi jedinci a pacienti na rakovinu prsnika ale aj $iroké populacia
vzhl'adom na vyrazny vzostup incidencie civilizaénych ochoreni vratane rakoviny. Treba
pripomendt’ aj d’al$i prinos pre samotné zvieratd, ktorym moZno pripravovat’ potravinové
doplnky aditivované prave superpotravinami, ¢im mozno prispiet’ k zlepSeniu ich zdraviu
a uzitkovej hodnoty vratane doplnkovej lie¢by rakoviny.

V experimentélnej rakovine prsnika doteraz neboli hodnotené antineoplastické uéinky ani
jednej zprirodzenych substancii, ktoré planujeme testovat. Sekundarne metabolity
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fenolického charakteru (vanilin, kyselina vanilova, vanilyl alkohol, kumarové a ferulové
kyselina) pritomné u vanilky pravej (Vanilla planifolia) mdzu mat’ potencialne vyznamny
antioxidatny a protinddorovy ¢inok. Na hodnotné fytochemikdlie (viac ako 180
fytochemikalii, napr. taniny, izoflavonoidy, terpenoidy) s protinadorovym uginkom je bohaty
aj sumak (Rhus coriaria). Dal$im perspektivnym zdrojom protinddorovych latok predstavuju
otruby eciroku (Sorghum bicolor). Protinadorové ulinné latky v otrubdch ciroku tvoria
fenolické latky, zvlast’ 3-deoxyantokyanidiny a taniny.

Chceme zdoraznit, Ze rieSenim tohto projektu ziskame prvotné experimentilne
vysledky, ktoré mozu byt’ vel'mi prinosné pre klinicki prax. Pldnované pouZitie ortotopického
syngénneho modelu umoZni analyzovat’ nielen lieCebné moznosti ale aj preZivanie
laboratéornych mysi, ¢im ziskame velmi hodnotné vysledky vramci vedného odboru
onkoldgia. V projekte budeme analyzovat’ zakladné parametre tumorového rastu a uréime
histologicku typizéaciu nadorov.

Druhy pouzitych zvierat aich predbezné poéty: V projekte pouZijeme panenské samice
laboratornych my3i kmetia Balb/c v celkovom poéte 234 kusov (uskutodnime 3 experimenty,
pri¢om v kazdom pouZijeme max. 78 zvierat).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondvania
projektu: Predpokladand ujma uzvierat je vyvolanie mamdrnej karcinogenézy, stym
suvisiace zhorSovanie zdravotného stavu a bolest. Za ti¢elom sledovania zdravotného stavu,
vedecky pracovnik spolu stechnickym pracovnikom uskuto&iujii kazdodenné kontroly
zdravotného stavu zvierat (vid' niZ§ie uvedené parametre v asti 3R zjemiiovanie). Kontrola
zdravotného stavu sa uskutoétiuje kazdé rano. Pri vyskyte zavazne zhor$eného zdravotného
stavu budu choré zvieratd po dohode s veterinirnym lekarom vyradené z postupu a humanne
usmrten€.

Co sa tyka porovnania ujmy zvierat oproti prinosu pre spoloénost’ je potrebné zddraznit, Ze
rieSenim tohto projektu ziskame prvotné experimentalne vysledky, ktoré budt velmi prinosné
pre klinickd prax. Hladanie tzv. superpotravin, ktoré su lacné alahko dostupné Sirokej
populdcii a vykazujii vyraznii chemopreventivnu aktivitu vod&i rakovine je pre spolo&nost’
vel'mi dolezité. Je potrebné uviest’, Ze dokazovanie liedebnych G&inkov funkénych potravin je
v klinickom vyskume realizovanom u l'udi je omnoho naro¢nejsie (nielen finan¢ne). Ziaden
takyto klinicky vyskum nedokaZe najst’ idedlne experimentdlne skupiny pacientov alebo
vysokorizikovych jedincov. Jedinci sa vramci jednej skupiny sa lisia vekom, genetikou,
Zivotnym Stylom, preZivanym stresom, chorobami, ktoré prekonali, atd’. o znadne staZuje
validitu ziskanych vysledkov. Efekt urditej latky sa najlepsic prejavi vtedy, ak si jedinci
v skupine dobre definovani a uniformni, &o spiiiajt experimenty s laboratérnymi zvieratami
(identické: vek, indukcia rakoviny, doba aplikacie, Zivotné podmienky, strava, dizka deti/noc
atd’). Ztohto pohladu su experimenty na laboratérnych zvieratich nespochybnitelne
mimoriadne prinosné pre spolo¢nost’ a nenahraditelné. Vdaka laboratérnym zvieratdém
méZeme hodnotit’ nové spdsoby lie¢by, pricom pouZitim vhodného animalneho modelu
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mozno s vysokou pravdepodobnost'ou pozitivne Ginky oakavat’ aj uludi. Nasledne su

.....

Predpokladana iroven krutosti: slaba az kruti

jednotlivé postupy:

aplikdcia nadorovych buniek subkutanne — slaba krutost’

véaZenie — slaba krutost’

palpécia — slaba krutost’

meranie naddoru posuvnym meradlom — slaba krutost’

prezivanie zvierat s malym nadorom — stredna krutost’

usmrtenie rychlou dekapitaciou — stredna krutost’

umiestnenie zvierat individudlne na viac ako 24 hod — stredna krutost’

analyza preZivania zvierat (za¢ina od 3.-4. tyzdtia postupu) - Kategoria krutosti — kruta

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

K metode pouzitej v predkladanom projekte nie je mozné vyuzit' alternativne metody,
pretoZe fytosubstancia sa musi testovat’ aj na celistvom organizme, nesta¢i iba testovanie in
vitro na bunkovych liniach, vzhladom na to, Ze pri tychto experimentoch nie je moZné
sledovat’ komplexny vplyv vSetkych parametrov a si¢innosti v celistvom organizme. Sumak,
vanilka ani cirok neboli doteraz testované v uvedenom ortotopickom 4T1 modeli maméarnej
karcinogenéze u mysi.

Pilierom eur6pskej politiky v oblasti ochrany zvierat je uplatfiovanie zdsady 3R
(Replacement, Reduction, Refinement — nahradenie, zniZenie, zjemnenie), prostrednictvom
ktorého by sa malo zniZit’ pouZivanie zvierat na ucely vyskumu, vedy a schvalenia vyrobku.

Najpouzivanej$imi laboratérnymi modelovymi zvieratami st hlodavce, pretoZe
maji mnohé jedine¢né vlastnosti, ktoré ich predurduju k ziskavaniu a hodnoteniu
vSeobecnych principov experimentédlnej onkologie. My$ a potkan je najniz$im druhom
Zivocichov, ktory vyhovuje danému typu experimentov, t.j. nie je nahraditelny inym druhom.
Hlavnou vyhodou pouZzitia mysi je to, Ze ich nadory mlie¢nej Zlazy sa velmi podobaju
Pudskym, tak v etiologii ako aj v patologii. Velmi dolezitym kritériom v experimentalnej
onkoldgii na definovanie terapeutickych moznosti alebo karcinogénnej aktivity farmaka je
spontdnny vyskyt tumorov. Vd’aka spontdnnemu vzniku nadorov pri dlhodobych $tadiach st
vybrané kmene mysi a potkanov vhodnym modelom pre imitaciu situdcie u Pudi. My§ je
nevhodna pre Stiidium chemoprevencie aviak je vhodnd pre realizaciu ortotopického modelu
s pouZitim subkutdnne inokulovanych buniek karcinomu).

2. Redukcia poctu zvierat

V kazdom postupe pouZivame minimalny podet zvierat (n=78; 3 experimentalne
skupiny po 26 zvierat su este rozdelené na 2 podskupiny 3tudie terapie resp. prezivania po 13
zvierat). n=13 je poCet zvierat potrebny na ziskanie signifikantnych vysledkov po $tatistickom
hodnoteni aktory je eSte akceptovatelny vedeckou komunitou (zachovanie validity
a reprodukovatel'nosti experimentu).

3. Zjemnenie



Co sa tyka zasady zjemiovania postupu, charakter postupu minimalizuje stres
u zvierat, ked’ze polas celej dizky experimentu sa okrem subkutannej inokulédcie buniek
karcinému (slaby stupefi krutosti) nebudu realizovat’ na zvieratich Ziadne bolestivé vykony,
iba palpacie a vdzenie predstavujice tiez iba slaby stupefi krutosti. Pocas celého priebehu
postupu nebudu zvieratd vystavené bolestivym zakrokom. V $tudii sa pouZije analgetikum
Carprofen, 5 mg/kg/deil aplikovany vode (odporuéenie zmluvného vet.lekara), ked u zvierat
oCakéavame strednil az krut bolest’. Zvieratim bude analgetikum aplikované kontinualne, ¢im
sa zabezpe€i jeho maximalna efektivita. Klietky budi vybavené hradkami - enrichmentom
(tunely, iglu domdceky). Stupeil bolesti bude posudzovany na zdklade posudenia vitality
azmeny spravania zvierat, vzhladu a vyskytom nekrotizujuceho nadoru. V prvej casti
experimentu budeme sledovat’ zdravotny stav zvierat, &i pokles vitality, ofakdvame iba
nerozvinutd formu rakoviny - e$te bez metastdz. Nepredpokladdme uhyn. Mimoriadne
dolezitd prezivacia Cast $tadie prinesie zvieratdm viGS§iu ujmu. Stadia preZivania je
najhodnotnej$im ukazovatel'om u¢inku testovanej lie€by, predstavuje najvalidnejsi parameter
hodnotenia terapeutickej ucinnosti lie¢iva. Kritériom pre humanny endpoint bude zretelny
pokles vitality zvierat, druhym kritériom pre huménny endpoint bude nekrotick4 zmena
nadoru. Daldimi parametrami ktoré budd definovat utrpenie zvierat bude zmena vzhladu
(hlavne neprirodzend farba srsti a piloerekcia), zmena spravania (izolovanost, imobilita
a depresia) a ubytok hmotnosti pod 20%. Ako néhle ¢o ilen jeden z uvedenych parametrov
dosiahne bodové hodnotenie 3 (stupnica welfare), zviera sa usmrti, ¢im sa vyhneme jeho
neunosnému utrpeniu.

Projekt vyzaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).



Priloha II

Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu:
Vplyv experimentilne navodenej depresie a vybranych antidepresiv na percepciu horkej
chuti, metabolizmus a funkciu srdca laboratérnych potkanov

C.k.RO: 2159-3/2020-220

KPagové slova (max 5 slov): chronicky mierny stres (CMS — ,,chronic mild stress*), horka
chut’, antidepresiva, srdce, energeticky metabolizmus

Ukel projektu*: zdkladny vyskum
Ciele a o¢akdvany prinos projektu:

Depresia je zavazné psychiatrické ochorenie, prevalencia ktorého v spolo¢nosti
vyznamne stiipa a ohrozuje behavioralnu a fyzicka pohodu ¢loveka. Depresiu Casto
sprevadzaju ochorenia kardiovaskularneho systému (KVS) vediice k zdvaZznym zdravotnym
komplikaciam. Hlavnym cielom projektu je preto navodenie experimentalnej depresie
u potkanov pouzitim modelu mierneho chronického stresu (CMS), ktorti a overime pomocou
Standardnych behavioralnych testov (Porsoltov test, ,,open field test®).

Zmena percepcie chutovych podnetov poukazuje aj na zmenent psychicka
a emocionalnu homeostazu, napr. anhedéniu, ¢ uZ u ¢loveka alebo animalneho jedinca.
V stdasnosti pouzivany sachar6zovy test, predstavuje potencidlne zdravotné riziko u jedincov
s poru$enou glukdzovou toleranciou, inzulinovou rezistenciou alebo metabolickym
syndromom. VzhFadom na vy$§i vyskyt receptorov horkej chuti v mozgu, v porovnani s
receptormi sladkej chuti, by mohol byt test horkej chuti citlivej$i, neZ sachar6zovy test.
Oslabené vnimanie horkej chuti taktiez mézZe viest’ k zvySenému prijmu tukov a vysokému
riziku kardiovaskularnych komplikacii. Ciel'om &iastkového pristupu je teda perspektivne
a originalne pouZitie testu percepcie horkej chuti ako indikéatora priznakov predepresivneho
alebo depresivneho stavu jedinca. Sudasne s testovanim prahu chuti pre horku latku (PROP -
6-n-propyltiouracyl) postidime aj bezpe¢nost’ latky PROP lebo zhodnotime aj jej pripadné
nezelané vplyvy na organizmus potkanov, ktoré doteraz neboli popisané.

Opakované stresové podnety, ktoré vedu k vyvolaniu depresii podobného stavu
u potkanov, sposobuji zmeny v cievnej cirkuldcii a zmenu bunkového oxidativneho
metabolizmu na glykolyticky, &o sa prejavi zmenami vo funkcii myokardu. Preto rozSirenie
poznatkov o tomto pre§myku bude d’al§im ciefom predkladaného projektu pri detekcii poruch
funkcie KVS, a hlavne srdca v podmienkach ex vivo, kde sa zameriame na charakterizaciu
elektrickych a Eerpacich vlastnosti myokardu. Ziskané idaje doplnime molekularnou
analyzou srdcového tkaniva, ktord bude zamerana na signalne kaskady spojené s poruchami
excitability a srdcového rytmu, so zmenami kontraktility myokardu.

KPagovym zamerom bude identifikacia signdlnej metabolickej kaskady, ktora hra
ulohu v zmenéch energetického metabolizmu srdca. Aplikaciou latok modulujucich
metabolizmus myokardu (L-karnitin, meldénium), sa pokusime zistit’, ¢i je pre spravnu
¢innost’ srdca, ovplyvneného depresiou vyhodnejsia podpora metabolizmu mastnych kyselin
pomocou L-karnitinu (fyziologickd metabolicka cesta) alebo metabolizmu sacharidov
pomocou meldénia (metabolickd cesta aktivovana najmi v ischemickych a inych



patologickych stavoch). Pouzitie tychto latok by perspektivne predstavovalo podporni
kardioprotektivnu lie¢bu pacientov s depresiou.

Poznatky o antidepresivnej terapii rozsirime o testovanie latky SNC80, ktora pOsobi
ako selektivny agonista §-opioidnych receptorov (DOR) a porovnime ju s klinicky
pouZivanym venlafaxinom. Latka SNC80 vedie k zvy3eniu hladiny sérotoninu a zlepSeniu
neuroplasticity v mozgu, takze latka SNC80 ((H)-4-[(eR)-a-((2S,5R)-4-allyl-2,5-dimethyl-1-
piperazinyl)-3-methoxybenzyl]-N,N-diethylbenzamid) sa mdze stat’ vhodnym kandidatom pre
klinicku kardioprotekciu u pacientov s psychiatrickou diagnézou, ked’ze sa zistilo, Ze
opioidny receptorovy systém moZe byt kl'ugovy v adapta¢no-protektivnych odpovediach na
fyziologickeé a patologické stimuly a aktivacia niektorych receptorov tohto systému ma
antidysrytmicky potencial. Efekt novej latky porovname s klinicky pouZzivanym venlafaxinom

Vzhladom k tomu, Ze v literatire sa popisuje Castejsi vyskyt depresie u Zien a Caste;jSi
vyskyt kardiovaskulédrnych ochoreni u muzov, planujeme aj porovnanie prejavov kombindcie
tychto patologickych stavov u oboch pohlavi.

Predkladany projekt poskytne komplexny pohl'ad na problematiku experimentalne;
depresie a kardiovaskuldrnych komorbidit z hfadiska energetického metabolizmu pomocoou
in vivo, in vitro met6d elektrofyzioldgie, patofyziolégie, biochémie, a molekularnej biolégie
a poukaze na nové pristupy vo farmakoterapii depresie a jej komplikécii.

Druh, pocet pouzitych zvierat:

Experimenty vykoname na potkanoch (Rattus norvegicus) kmefia Wistar v 2 etapach
v zavislosti od priestorovych moZnosti experimentalnych zariadeni:

1 etapa: samice — podet pouZitych zvierat: 60

2 etapa: samce — pocet pouZitych zvierat: 200
Celkovy podet pouZitych zvierat: 260

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

Vyvolanie depresie a jej symptémov v animalnom modeli je mozné dosiahnut
pouzZitim opakovanych neprijemnych stresovych podnetov (stresorov). Polovica z uvedeného
po¢tu potkanov bude vystavend pdsobeniu CMS po dobu 3 tyZdiiov (skupiny »Stres®), ktory
bude pozostavat’ z 5 rdznych stresovych podnetov, aplikovanych v ndhodnom poradi. Kazdy
defl zvieratd vystavime iba jednému stresovému podnetu, trvajicemu 8 — 12 h, v zavislosti od
druhu pouzZitého stresora. Ziaden z aplikovanych stresorov nevyvola u zvierat fyzicki bolest a
nepresiahne trovet strednej krutosti (prehFad uvedeny v Tab. 4, 5) podla prilohy ¢. 4
k nariadeniu vlady ¢. 377/2012 Z.z. Diskomfort a welfare zvierat mézZe byt zhorSené
z dovodu opakovania stresovych podnetov, o je viak sudast'ou a ugelom navrhovaného
»stresového modelu® s ciefom navodit’ depresiu.

Behaviorélne testy, testy na percepciu chuti a d’al§ie merania vykonavané ,,in vivo®
(meranie krvného tlaku, EKG zaznam), budu taktieZ neinvazivne, s minimaliziciou stupnia
krutosti. Zvieratd budu utratené v celkovej anestézii (zoletil/xylazin), aby pred usmrtenim
a izolaciou srdca necitilo strach a bolest’.

Ked’Ze hodnotenie testu percepcie chuti suvisi so zistovanim mnoZstva
skonzumovanych tekutin (vody, roztok 6-n-propyltiouracylu — PROP), je nevyhnutné na
urCity Cas individudlne umiestnenie jednotlivych zvierat bez obmedzenia pohybu, pri¢om
zvierati maji zabezpe&eny volny pristup k fTasi s &istou alebo s ochutenou vodou a k



Standardnej peletovanej potrave ad libitum. Zvierata budu po cely ¢as umiestnené v spolo¢ne;j
miestnosti, aj ked’ v individudlnych priesvitnych klietkach s moZnost'ou vzdialenej vzajomnej
zrakovej, zvukovej prip. cuchovej komunikéacie.

Pre minimalizaciu poskodenia zvierat budeme aplikovat’ testované latky p. o. na
keksikoch. Tento spdsob aplikacie latok bol v minulosti overeny a nepredstavuje riziko
nepriaznivého ovplyvnenia zékladného prijmu Zivin jedinca. Postup si vyZaduje kratkodobé
(menej ako 10 mindt) umiestnenie zvierat v individudlnych klietkach potrebné na zjedenie
keksika a okamZite po zjedeni keksiku bude potkan vrateny naspit’ do domovskej vanice.

Tabulka 4: Prehlad pouZitych experimentdlnych postupov v projekte s klasifikdciou krutosti.

Pouzity postup/ experiment Oddiel III - Klasifikacia

krutosti postupov

Test horkej chuti (PROP; 0,032; 0,32; 3,2 mmol/l) Slaba

Test preferencie sachardzy

(1 %) Slaba

Perorélne podavanie lie€iv

Slaba

Individualne ustajnenie zvierat pocas testovania chute (2x5 dni, | Slaba

5 h/deit)

Explora¢né spravanie v otvorenom poli Slaba

Test vynuteného plavania (Porsoltov test) Stredna

Meranie krvného tlaku Stredné

Zaznam EKG ,, in vivo “ Stredna

Humadnne utratenie a odber vzoriek Bez moZnosti zotavenia

Tabulka 5: Prehlad stresorov CMS s klasifikdciou krutosti.

Pouzity postup v ramci modelu chronického Oddiel III — Klasifikacia
nepredvidatel’ného stresu krutosti postupov
Predatorsky stres Slaba/Stredna
Naklonenie klietky Slaba/Stredna

Nadpocdet zvierat vo vanici Slaba/Stredna

Mokra podstielka Slaba/Stredné

Odobratie potravy Slaba/Stredna

Ked’Ze v ramci projektu uvaZzujeme o metdédach, ktoré spadaji pod stredni mieru krutosti,
zvierata budu po podstipeni procedir monitorované. O “human end point* bude rozhodnuté na

zéklade nasledujticeho skore:

Human end point skore

VZHILAD PREJAV SKORE
vzhPad Nommdiny ______ 0
rijem potravy a vody Absencia ¢istenia srsti 1
p Piloerekcia, chilenie sa 2
rijem potravy a vod Normélny )
prijem potravy a vocy Prijima: telesnd hmotnost’ zniZzena o 10-15% 1
prirodzené spravanie :
Neprijima potravu, ani vodu 2
rirodzené spravanie Dommjlne 0
p rovokovan é? sprivanie Menej pohyblivé a pozorné, izolované 1
P p Vokalizacia, sebamrzaenie, nepokojné, alebo nehybné 2
provokované spravanie |Normalne 0




Zmeny v oakavanom spravani 1
Reaguje prudko, alebo vel'mi slabo a prekomatdzne 2
SPOLU 0-8
Hodnotenie skore:
0-2 norma
3-5 vyZiadanie ndzoru veterindrneho lekdra
6 a viac eutandzia

Predpokladana wroven krutosti celého experimentélneho postupu je hodnotena podl'a
prilohy €. 4 Nariadenia vlady &. 377/2012 Z.z. ako stredn4 krutost’

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat (Replacement):

Predkladany projekt je venovany metabolizmu a funkcii srdca, ako aj hodnoteniu
vnimania chut'ovych podnetov u zvierat ovplyvnenych s experimentalne navodenym stavom
podobnym depresii, s néslednou aplikdciou antidepresiv a 14tok modifikujticich metabolizmus
myokardu. Aby sme identifikovali zmeny v spravani a funkcii kardiovaskuldrneho systému, je
nevyhnutné vykonat’ pokusy v podmienkach ,, in vivo “ a taktieZ na izolovanom sponténne
tepajucom srdci perfundovanom podla Langendorffa v podmienkach ,, ex vivo “. PouZitie
bunkovych kultur, ¢i pocitatovych simulacii nie je vhodnym spésobom pre ziskanie
pozadovanych vysledkov a poznatkov.

2. Redukcia poctu zvierat (Reduction):

Pouzitie primeraného po¢tu zvierat zvy$uje $ancu na ziskanie kvalitnych
a reprodukovatelnych vysledkov, bez nutnosti opakovania experimentov. Pre porovnanie
vysledkov ziskanych zo zvierat ovplyvnenych depresiou je nevyhnutné zaradit’ do
experimentov aj kontrolnu skupinu zvierat, ktoré stresovym protokolom ovplyvnené nebudd,
no vSetky d’alSie merania a hodnotenia na nich budu vykonavané identicky ako
u stresovanych zvierat. PouZijeme samce aj samice potkanov kmetia Wistar. Projekt bude
realizovany v dvoch fazach. V prvej etape pouZijeme samice, ktoré budu rozdelené do 3
skupin po 20 zvierat, vratane absolutnej kontrolnej skupiny, ktora nebude stresovana a nebude
dostavat’ horky roztok, len ¢istt vodu. Celkovy podet zvierat v etape 1 bude 60. V druhej
etape pouZijeme samce, ktoré budu rozdelené do 10 skupin po 20 jedincov na zéklade toho, &i
boli vystavené stresovému protokolu a aké latka im bola podévana (vehikulum, L-karnitin,
meldonium, venlafaxin, latka SNC80). Celkovy podet zvierat v etape 2 bude 200. V jednej
skupine je potrebnych 20 zvierat pre vykonanie viacerych experimentalnych pristupov
(vratane molekularnej biologie a elektrénovej mikroskopie) a ziskanie komplexnych
vysledkov charakterizujicich zmeny percepcie chuti, zmeny spravania, krvného tlaku,
¢innosti izolovaného srdca, zmeny na molekulérnej tirovni alebo morfologické zmeny
myokardu. S ohl'adom na riadne a korektné $tatistické spracovanie v ramci jednotlivych
expetimentalnych postupov ide o najniZ$i moZny pocet pouzitych zvierat pre rieSenie
predkladaného projektu.




3. Zjemnenie (Refinement):

V projekte planujeme pouZit’ samice aj samce kmetia Wistar, ktoré st najcastejsie
pouZzivané cicavce na podobny vyskum, a tieZ vzhP’adom na nase predchadzajuice ziskané
publikované vysledky a prace inych autorov. O zvieratd bude spravne postarané, podl'a
definicie welfare zvierat, dodrZiavanim kaZdej z piatich slobdd zvierat, podl'a zakonom
stanovenych poZiadaviek. So zvieratami bude zaobchddzat’ minimélny podet zamestnancov,
potrebnych pre vykonanie experimentalnych postupov a merani. Meraniu krvného tlaku
a EKG bude predchadzat’ 3 — 5-diiovy ,,handling® zvierat, aby sa minimalizoval stres
z neznameho prostredia, néstrojov a postupov. Testy, ktoré budu na zvieratich vykondvané,
budu neinvazivne, bezbolestné a miera diskomfortu zvierat bude minimalizovan4.Za ucelom
zjemnenia budi mat’ zvieraté v klietkach prostredie obohatené o plastové krabicky,
perforované lopticky a tunely, uréené na preliezanie a hru. Zvierata budi monitorované pocas
celej dizky experimentu na zdkladne human end point skére bude rozhodnuté a pokraCovani
alebo zastaveni experimentu Na zmiernenie bolesti sa aplikuje analgetikum Tramal v davke 5
mg/kg, i. p..

Projekt bude podlichat’ opatovnému schvalovaniu: 4no  nie



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
podia § 40 nariadenia viady SR ¢ 377/2012 Z.z.

NAZOV PROJEKTU:

PRENATALNA VYVINOVA STUDIA TOXICITY - OECD 414
(MALEIC ACID (CAS NO. 110-16-7))

CiSLO KONANIA ROZHODNUTIA O SCHVALEN{ PROJEKTU:
&.k. Ro 2344/19-221/3 - L4( 1 / 20z —<ccO

KLUCOVE SLOVA:

embryo-foetal toxicity, teratology, rat

UCEL PROJEKTU PODLA § 3 A JEHO ZDOVODNENIE:
Aplikovany vyskum

PODROBNY POPIS CIELA PROJEKTU:

Cielom projektu bude hodnotenie relativnej bezpeénosti testovanej latky maleic acid (CAS NO.
110-16-7) vyuitim testu OECD ¢&. 414 - "Stldia prenatélnej vyvinovej toxicity" z hladiska jeho
u€inku na matku a plod a poskytnut podklady zadavatelovi pre postudenie bezpeénosti
testovanej latky z hladiska schopnosti vyvolat materskd toxicitu a vyvinové poSkodenia u
potomstva. Testovana latka sa pouziva na vyrobu dalSich chemikalii, syntetickych lepidiel a
farbiv. Pouziva sa pri spracovani viny, hodvabu a baviny a ako konzervaény prostriedok v tukoch
a olejoch.

Vysledky Studie umoZnia oznacovanie latky z hladiska toxicity podfa GHS (Globally Harmonised
System) v sulade s eurdpskou legislativou - European Regulation No 1272/2008 on Classification,
Labelling and Packaging of Substances and Mixtures (CLP Regulation) za Gi¢elom ochrany zdravia

a bezpelnosti a su potrebné na registraéné uéely v sulade s predpismi REACH Annex IX Regulécie
(EC) No. 1907/2006.



OCAKAVANY VYSLEDOK:

Projekt poskytne informacie o testovanej latke maleic acid (CAS no. 110-16-7), ktora je v tomto
teste z hladiska platnej legislativy REACH pre latky produkované v mnoistve do 100 ton/rok
poZadovand. Pokusna a pozorovacia stratégia su dané metodickym postupom OECD 414. Na
zéklade vysledkov Studie budu stanovené hodnoty NOAEL pre vyvinovu toxicitu pre maleic acid.
Prinosom tejto Studie bude vcasné rozpoznanie toxicity maleic acid a zabranenie negativnych
vplyvov na organizmus.

DRUHY POUZITYCH ZVIERAT A ICH POCTY

Potkany kmena Wistar

Pre pilotnu ¢ast: 15 samic

Hlavny test: 30 samcov a 100 samic + 960 plodov
Hmotnost: samice 180-200g; samce 220-240g

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

Pocdas postupu sa bude so zvieratami zaobchadzat Setrne v sulade so zdsadami 3R s moZnou
ujmou pocas vystavenia aplikacie testovanych latok. Celkovy zdravotny stav potkanov bude
sledovany podla kritérii human end points, aby sa zabranilo bolesti a utrpeniu zvierat. Ak by
zviera prejavilo vyrazné zhorSenie zdravotného stavu a pohody v obdobi karantény resp. Studie,
bude humanne usmrtené (podla ndvodu pre dany druh zvierat, priloha 2. k nariadeniu vlady
¢.377/2012 Z.z.). Zvieratd prejavujuce bolest budd neodkladne humanne utratené, nie je viak
vylucené, Ze pride k uhynu vplyvom latky, preto je pokus hodnoteny ako stredne kruty az kruty

Predpokladana Uroven krutosti: stredna — krutd

. . Zaradenie podla
Charakteristika postupu Vplyv na zviera krutosti
Véaienie zvierat Kratkodoby mierny stres slaba
Priparovanie Mierny stres slaba
MoZna systémova reakcia Mierna az silna bolest slaba - kruta
Vysetrenia — vagindlne vytery, Mierny stres, bolest slaba slaba
Aplikacia gravidnych samic Mierny stres, bolest slaba strednd
Usmrtenie nadmernou davkou anestetika | Kratkodoby mierny stres slaba N
Celkové hodnotenie krutosti skisky: stredna - krutd




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

V projekte budu zohladiiované zasady 3R.

Refinement — So zvieratami sa bude zaobchdadzat 3etrne po celéi dobu projektu a budd pod
kazdodennym dohladom skusenych pracovnikov. Po podani testovanej ltky bude zvieratdm
venovana pozornost. Ak by bolo utrpenie zvierat neprijatelné 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 414.

Replacement — Postup nie je moiné vykonat nahradenim animalneho experimentdlneho
modelu alternativnym modelom. Jednd sa o regulovany projekt a zatial nebol navrhnuty
alternativny in vitro resp. in silico model analyzy prenatélnej vyvinovej toxicity.

VyZaduje sa spétné postidenie projektu.



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

NAZOV PROJEKTU:

PRENATALNA VYVINOVA STUDIA TOXICITY - OECD 414
(FLUOROBENZENE (CAS NO. 462-06-6))

CiSLO KONANIA ROZHODNUTIA O SCHVALEN( PROJEKTU:
¢.k. Ro 2344/19-221/3 -. L4960 / L 0¢0-22 0

KLUCOVE SLOVA:

embryo-foetal toxicity, teratology, rat

UCEL PROJEKTU PODLA § 3 A JEHO ZDOVODNENIE:
Aplikovany vyskum

PODROBNY POPIS CIELA PROJEKTU:

Cielom projektu bude hodnotenie relativnej bezpeénosti testovanej latky florobenzénu (CAS NO.
462-06-6) vyuZitim testu OECD ¢&. 414 - "Studia prenatalnej vyvinovej toxicity" z hfadiska jeho
Ucinku na matku a plod a poskytnuit podklady zaddvatelovi pre posudenie bezpeénosti
testovanej latky z hfadiska schopnosti vyvolat matersku toxicitu a vyvinové poskodenia u
potomstva. Testovana latka sa pouziva ako insekticid, larvicid a ako &inidlo na vyrobu plastovych
alebo Zivicovych polymérov.

Vysledky 3tudie umoZnia ozna&ovanie latky z hladiska toxicity podlfa GHS (Globally Harmonised
System) v sulade s eurépskou legislativou - European Regulation No 1272/2008 on Classification,
Labelling and Packaging of Substances and Mixtures (CLP Regulation) za uéelom ochrany zdravia
a bezpecnosti a su potrebné na registraéné ucely v stlade s predpismi REACH Annex IX Regulacie
(EC) No. 1907/2006.



OCAKAVANY VYSLEDOK:

Projekt poskytne informéacie o testovanej latke fluorobenzene (CAS NO. 462-06-6), ktora je v
tomto teste z hladiska platnej legislativy REACH pre latky produkované v mnoistve do 100
ton/rok poZadovana. Pokusna a pozorovacia stratégia su dané metodickym postupom OECD
414. Na zaklade vysledkov $tudie budu stanovené hodnoty NOAEL pre vyvinovu toxicitu pre
fluorobenzene. Prinosom tejto $tudie bude véasné rozpoznanie toxicity fluorobenzénu a
zabranenie negativnych vplyvov na organizmus.

DRUHY POUZITYCH ZVIERAT A ICH POCTY

Potkany kmena Wistar

Pre pilotnu €ast: 15 samic

Hlavny test: 30 samcov a 100 samic + 960 plodov
Hmotnost: samice 180-200g; samce 220-240g

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

Potas postupu sa bude so zvieratami zaobchadzat Setrne v sdlade so zasadami 3R s moznou
ujmou poas vystavenia aplikacie testovanych latok. Celkovy zdravotny stav potkanov bude
sledovany podla kritérii human end points, aby sa zabranilo bolesti a utrpeniu zvierat. Ak by
zviera prejavilo vyrazné zhor3enie zdravotného stavu a pohody v obdobi karantény resp. Studie,
bude humanne usmrtené (podla navodu pre dany druh zvierat, priloha 2. k nariadeniu vlady
¢.377/2012 Z.z.). Zvierata prejavujice bolest budi neodkladne humanne utratené, nie je viak
vyltgeng, e pride k Uhynu vplyvom latky, preto je pokus hodnoteny ako stredne kruty az kruty

Predpokladand droveri krutosti: stredna — kruta

- ; Zaradenie podla
Charakteristika postupu Vplyv na zviera Krutosti
Vaienie zvierat Kratkodoby mierny stres slabd
Priparovanie Mierny stres slaba
Mozna systémova reakcia Mierna aZ silna bolest slaba - kruta
Vysetrenia — vagindlne vytery, Mierny stres, bolest slaba slaba
Aplikécia gravidnych samic Mierny stres, bolest slaba strednd |
Usmrtenie nadmernou davkou anestetika | Kratkodoby mierny stres slabd B
Celkové hodnotenie krutosti skiigky: stredna - kruta




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

V projekte budu zohladfiované zésady 3R.

Refinement — So zvieratami sa bude zaobchadzat fetrne po celt dobu projektu a budu pod
kaZdodennym dohfadom skuisenych pracovnikov. Po podani testovanej latky bude zvieratdm
venovana pozornost. Ak by bolo utrpenie zvierat neprijatefné pristupime k ,human end point”.

Reduction — pocty zvierat v pokuse st primerané, redukované v maximalnej miere tak, aby sa
nemobhla ovplyvnit validita pokusu a vychadzaju s pravidiel OECD 414.

Replacement — Postup nie je moiné vykonat nahradenim animéineho experimentalneho

modelu alternativnym modelom. Jednd sa o regulovany projekt a zatial nebol navrhnuty
alternativny in vitro resp. in silico model analyzy prenatalnej vyvinovej toxicity.

VyZaduje sa spdtné posudenie projektu.



