Priloha &.2

Netechnické zhrnutie projektu

Nézov projektu:

Selekcia EPS (exopolysacharidy) produkujicich prospesnych baktérii a overenie ich
zakladnych vlastnosti v novej aplika¢nej forme v in vivo podmienkach na modelovych
zvieratach

Cislo konania rozhodnutia o schvdleni projektu: -7597/' 73 -2A24

Kl'd€ové slova v projekte ( max 5 slov): probiotiks, exopolysacharidy, konvenéné
myS$i,

Uel projektu”:  Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulagné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 7. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Fudi
alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolonif geneticky zmenenych zvierat bez ich dalgieho
pouZivania v postupoch

Opisat’ ciele projektu:

Vyber probiotickych kmefiov a prirodzenych inokulantov pre rekolonizaciu mikroflory
produkujucich exopolysacharidy (EPS). V in vivo podmienkach na modelovych zvieratach
(konven¢nych myskach) bude overeny vplyv biologického udinku vybratych kmefiov na
mikrobiologické, biochemické, morfologicke, imunologické a klinické parametre.

Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladany prinos bude spoéivat’ v dosiahnuti novych poznatkov tykajicich sa $tidia
vlastnosti prospeinych baktérii z hladiska ich biologického efektu a aplikdcie. Vyvoj
pripravkov a ich aplikanej formy na bédze kmetia produkujiceho EPS napoméze
k i€innejSiemu uplatneniu probiotik v praxi pri néhrade antibiotik a antibiotickych rastovych
stimuldtorov v Zivo&isnej vyrobe, ¢o prispeje k produkeii kvalitnych a bezpeénych potravin.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné pocty:

V postupe budu pouzité 6 tyzdiiové konvenéné mySky samicieho pohlavia v SPF kvalite, linie
Balb/c. Bude pouzitych (max. 70ks my3i), rozdelenych do 7 pokusnych skupin (7 x 10 mysi).



Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rémci
vykondvania projektu:

Pocas sledovaného obdobia zvieratdim nebude zabranené v prirodzenom sprévani, vritane
obmedzenia $tandardov na umiestnenie, chov a starostlivost’ a nebude im vo vyznamnej miere
naruSana pohoda ani celkovy stav.

Predpokladand droveri krutosti:

Na zdklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikdciu krutosti postupu oznagit
ako ,, strednd”.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Postup nie je moZzné vykonat® alternativnym spdsobom, pretoZe sa jednd o finilne testovanie
fyziologickych a patofyziologickych i¢inkov (mechanizmu Géinku probiotickych kmefiov)
na makroorganizmus. Suéasne sa jedna o §tidium vplyvu probiotik z hPadiska klinickych,
imunologickych a patologicko-anatomickych parametrov. Jedna sa o interakciu organizmu
a probiotickych bakterialnych kmetiov, o nie je moZné uskutodnit’ v in vitro podmienkach.

2. Redukcia poltu zvierat:

V postupe bude pouzitych (max. 70ks mysi), rozdelenych do 7 pokusnych skupin (7 x 10
mysi). V ramei kazdej skupiny sa uskutoéni odber vzoriek na 5. tyZdefi od zadatia inokulacie s
10 mySkami/odber/skupinu. Pre Statistické vyhodnotenie konvenéného experimentu je
postacujuce zastipenie zvierat v jednej skupine a odber po (7-8 ks). Vys8ie podty zvierat
v skupine boli zvolené z ddvodu moznych Ghynov pri transporte a adaptacii zvierat na nové
prostredie.

3. Zjemnenie:

V postupe budu pouZité dospelé 6 tyzdiiové konvenéné mysky samicieho pohlavia v SPF
kvalite, linie Balb/c, ktoré st z hladiska $tudia poZadovanych parametrov najidealnej$im
modelovym zvieratom, a v plnej miere spliiajii charakter pilotnych §tadii pri selekcii kmetiov

na probiotické ucely. Na zvieratach sa nebudi vykonavat’ zakroky, ktoré by boli bolestivé,
alebo si vyZaduju anestéziu.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schval ovaniu: ano nie



Priloha 11

Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.
Nézov projektu: ALSE uZ/ 1% ~ AR/

Kvasinky a ich mozZnosti pri ochrane integrity medzibunkovych spojeni vaskuldrneho endotelu
pred poskodenim.

a) Ciele projektu vriatane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte a typoch zvierat.
Podstatou projektu je Stidium moznosti ovplyvnenia bunkovych a molekuldrnych

mechanizmov, podielajucich sa na zabezpedeni funkénej a Struktirnej integrity endotelu ciev
stdca pri zapalovom procese. Ciel'ovymi Struktirami st endotelové medzibunkové spojenia a
ich integralne proteiny, regulujice permeabilitu endotelu a ateroskleroticky proces.
Predstavujii tak nové terapeutické moZnosti. Prinosom projektu budu origindlne poznatky o
vyuZiti biotechnologickych pristupov pri prevencii a ochrane endotelovej integrity
kardiovaskuldrneho systému pred jeho poskodenim. Z literatdry je zndme, Ze udinok LPS
zavisi od pouZitej koncentracie, miesta aplikdcie a doby trvania pdsobenia a jeho opakovanej
aplikacii. Pri hlodavcoch sa uvadza, Ze st na LPS vel'mi rezistentné. V navrhovanom projekte
bude LPS aplikovany jednorazovo intraperitonedlne a bude pdsobit’ kratku dobu 10 dni. Podas
projektu nebudu zvierata vystavené vyraznej ujme. Po injek&nej aplikicii LPS je viak mozny
vyskyt lokalneho zapalu, pri ktorom mézu zvierata pocitovat’ kratkodobu slabu bolest’, ktord
nenarusa vyznamne celkovy stav zvierat a je klasifikovana ako slaba (Oddiel III pismeno f). V
postupe pouZijeme 168 dospelych laboratérnych potkanov, samcov, kmetia Wistar.

b) Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V medzinarodnych databizach a databdzach medzindrodnych patentov (ECVAM, CAAT
systemic ~ review, www.google.com, Altweb: Alternatives to Animal Testing,
www.ncbinlm.nih.gov/pubmed, www.patents.com, ALTBIB — Alternatives to Animal
Testing, New Technologies as Alternatives to Animal Testing,) sme hladali alternativne
metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentdlnych zvierat. Heterogenita vlastnosti
endotelu zdvisld od typu a velkosti ciev v srdci neumoZiiuje v naom projekte nahradit
animalny model alternativnymi metédami, ktoré by nahradili podmienky v in vivo modeloch.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym poétom experimentalnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu abola zabezpetend reprodukovatelnost” a validita pokusu pre fyziologické,
biochemické a morfologické analyzy a ich $tatistické vyhodnotenie.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Potkany v priebehu pokusu preZivaju stres, ktory budeme minimalizovat 3etrnym

zaobchddzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru a ohryzovanie. Pri

injekénej aplikécii endotoxinu aj anestetika sa bude stres potladat’ pouZivanim jemnych ihiel
9



a Setrnym a ohPaduplnym zaobchaddzanim so zvieratami. Usmrtenie zvierat bude prebiehat’
bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

S/O(;{VZ/UZ / /DC' 34/:/&'(/«/5 wi -
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Priloha €. 3

Netechnické zhrnutie projektu:
Nazov projektu:
Vplyv T-2 toxinu a glukanu u kur¢iat na celkovu a slizni¢nt imunitu

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 1232/13-221/1

v

Klticové slova v projekte ( max 5 slov):
Kurda, toxin, cytokiny, imunita, glukan

Uéel projektu’: Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulatné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare ludi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeladvanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dal$ieho pouzivania
v postupoch
Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:
(napr. nie su edte vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hladiska vedy, z klinického
hladiska)

Hlavnym ciefom bude porovnat hladiny jednotlivych cytokinov u kuréiat po aplikdcii a bez
aplikdcie T-2 toxinu a ich ovplyvnenie po podani beta-D-glukdnu, taktie? reakciu
imunokompetentnych buniek, zGastiujucich sa systémovej a lokalnej imunity, pripadne odchylky
v hlienovej vrstve a expresii mucinového génu, ¢i zmien proliferacnej aktivity epitelovych buniek ilea.
Zaroven bude odobrata slezina, ktora je jednym z predilekéne poskodzovanych organov mykotoxinmi
a Udaje o cytokinoch u kurciat s sporadické.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, fudstvo, zvieratd)

Predpokladany prinos bude spoéivat v ziskani novych poznatkov o hladindch cytokinov v krvi
a slezine po aplikacii T-2 toxinu a moduldcii beta-D-glukanom. O¢akavame pokles hladiny cytokinov
u kurdiat po aplikdcii T-2 toxinu a ich narast po podani beta-D-glukdnu. Zaroveri ocakdvame zlep3enie
parametrov bunkovej imunity, predovSetkym CD4 a CD8 populdcii v krvi a ¢reve, ako aj zmeny
v hribke a denzite hlienu. Ziskané vysledky by mohli byt prospe$né pri objasneni G€inkov T-2 toxinu
na imunitny systém po ovplyvneni organickym absorbentom mykotoxinov, beta-D-glukdnom.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:

Do pokusu bude zaradenych 40 kusov kuréiat hybridu COOBB 500, rozdelenych do 4 skupin {n=10)



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

V predkladanom projekte p6jde o aplikaciu nizkej davky T2 toxinu, ktora nevedie k Ghynu zvierat, ale
moZe spdsobovat poskodenie hemopoetického, traviaceho alebo dychacieho aparatu. V priebehu
experimentu zvieratd budd mat volny pristup kvode akrmivu, budd zachované $tandardné
podmienky chovu a starostlivosti o zvierata.

Predpokladana droven krutosti:

Strednd kategdria krutosti, ide o Studiu na zistenie rozsahu davky s akatnym Géinkom.
Uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie poufZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preéo sa nemdze pouzit alternativna metdda
bez pouZitia zvierat)

Z dévodu, Ze v pokuse ide o sledovanie interakcii v organizme, je poutZitie Zivych zvierat nevyhnutné.
Ide o sledovanie potencidlne toxického acinku T-2 toxinu a preventivne aplikovaného beta-D-glukanu
na primarne asekunddrne organy imunitného systému aéreva, € nie je mozZné vykonat
alternativnym spdsobom v in vitro podmienkach.

2. Redukcia pocltu zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia uréeného poctu zvierat, akym spésobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouzil minimalny mozZny podet zvierat)

Do pokusu bude zaradenych 40 ks kurtiat, pre kazdy odber a skupinu najmen$i podet, na
ktorom je moZné robit relevantné Statistické vyhodnotenie a nasledné publikovanie v karentovych
¢asopisoch.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zd6vodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spdsobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

Mykotoxikéza spbsobuje klinické priznaky u kuréiat iba pri vy$Sich dévkach. V naom pripade
ide o nizku davku, ktord sa klinicky nemusi prejavit, ale moZe indukovat zmeny detegované
genetickymi, histologickymi a imunologickymi metédami.

V pripade vyskytu priznakov budu choré zvieratd prednostne pouZité na odber biologickych
vzoriek. Zvieratd nebudud opétovne zaradené do pokusu, pretoZe vietky bud( usmrtené a pouZité na
odber vzoriek biologického materialu.

Na zvieratach sa nebudd vykonavat zdkroky, ktoré by boli bolestivé, alebo si vyzadovali
anestézu.

V priebehu pokusu bude zvieratdm venovand $tandardnd veterindrna starostlivost. Kontrola
bude vykondvana veterindrnym lekdrom, zodpovednym za starostlivost o zvierata.

3.
o

Projekt bude podliehat opadtovnému schvalovaniu: ano
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Priloha &. 1

Netechnického zhrnutia projektu:

Nazov projektu: Progresivne polymeérne technolégie v biomedicine: Polymérne mikrokapsule
pre imunitnd ochranu transplantovanych pankreatickych ostrovéekov v lie¢be cukrovky

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 46 24 /73— 334
KlGcové slova v projekte { max 5 slov):

Enkapsuldcia, pankreatické ostrovéeky, diabetes mellitus

Ugel projektu’: Translaény alebo aplikovany vyskum

Opisat ciele projektu:

(napr. nie su este vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hiadiska vedy , z klinického
hladiska)

Cielom predkladanych experimentov je uréenie vplyvu enkapsulaéného materidlu a metody
enkapsulacie na preZivanie Langerhansovych ostrovéekov. Zdokonalenie procesu
enkapsulacie a vyber vhodnych materidlov je nutny pred pouZitim tejto metoédy liedby
cukrovky v klinickej praxi.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, ludstvo, zvierata)

Enkapsuldcia pankreatickych ostrovéekov je jednym =z dlhodobych rieSeni udrZiavania
normoglykémie u pacientov s cukrovkou. Umoziiuje totiZ transplanticiu bez dalej lietby
imunosupresivami. Pred zavedenim takejto metodiky do praxe, musia mikrokapsule
vykazovat’ vhodné biologické, chemické a fyzikalne vlastnosti ako aj poZiadavky na proces
pripravy zpohladu homogenity a sterility, reprodukovatelnosti a dostatodnej kapacity
pripravenych mikrokapsul.

Druhy pouiitych zvierat a ich predbeiné poéty:

Dospelé potkany, samce kmetia Wistar (200-400 g). Predpokladany podet je 48 v priebehu 2
rokov.

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

Zvierata budu celkovo anesteziované intraperitonealnym podanim pentobarbitalu. Po excizii
pankreasu bude zviera v celkovej anestéze usmrtené predavkovanim anestetikom. Bolest,
utrpenie aj strach by zvieratd mali pocitovat’ iba minimélne pri vpichnuti anestézy.

Predpokladana troveni krutosti:

Postupy v projekte sa vykonavaju v celkovej anestéze, po ktorej zviera uZ nenadobudne
vedomie, ale bude usmrtené predavkovanim anestetika, preto si podla klasifikdcie krutosti
postupov zahrnuté do : BEZ MOZNOSTI ZOTAVENIA.

Uplathovanie zasad 3R



1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preéo sa nemdie poutit alternativha metéda
bez poutitia zvierat)

Tento projekt je zamerany na vylepSenie enkapsulacie pankreatickych ostrovéekov, ktoré by
sluzili pri lie¢be cukrovky. Vhodny vyber polymérov a zdokonalovanie metddy pripravy je
nevyhnutny pre minimalizovanie poskodenia biologického materidlu, vtomto pripade
ostrovéekov. Toto testovanie musi prebiehat na tkanivovej trovni, aby sa na konci
enkapsulacie dalo postdit’ zachovanie fyziologickych funkcii, teda adekvitna sekrécia
inzulinu po zvy3eni koncentréacie glukézy. Existujiice bunkové linie (napr., PTC3) st schopné
produkovat’ inzulin a zachovévaju si vlastnosti B-buniek. Ich nevyhodou je fakt, Ze si to
jednotlivé bunky a nie ostrovéeky, produkujlice aj iné hormény a po druhé ich sustavné
delenie, ¢o by mohlo viest' k naru$eniu kapsuly pri premnoZeni buniek alebo k znideniu
membrany, ktora sa tvori pri obalovani priamo na bunke.

2. Redukcia podtu zvierat:

(zd6vodnenie pouiZitia uréeného poctu zvierat, akym spésobom sa poufije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouzil minimdlny mozny pocet zvierat)

Ked’Ze z jedného zvierat'a je mozné naizolovat’ 300 ostrovéekov, v jeden defi budii izolované
z 3 zvierat, &im sa ziska priblizne 1000 ostrov&ekov. Predpokladame priblizne 10 az 20%
straty v priebehu enkapsulacie. Ziskané enkapsulované ostrovéeky budii podrobené roznym
testom ako je: priepustnost’ kapstil, ich fyzikélna a chemicka stabilita, a v neposlednom rade
prezivanie ostrovéekov a zachovanie ich fyziologickych funkcii. Celkovo sa planuje 48
zvierat poCas 2 rokov. 16 izolacii umozni vylepsit' zloZenie aj metédu vytvarania kapstl okolo
ostrovéekov.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zdévodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spdsobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

Pre izolovanie ostrovéekov sa daju pouZit' aj my$i, ale podet ostrovéekov zjedného
experimentéalneho zvierata je podstatne vy$§ia u potkanov. Zvieratd budi po dovoze na [’JEE
SAV umiestnené do karantény po dobu najmenej jedného tyZdfia a nasledne chované
v klimatizovanej (22+2°C) miestnosti s 12 hodinovym svetelnym reZimom. Voda a
peletovana strava bude zvieratdim podavand ad libitum. Zvieratda budd az do dfia pokusu
intaktné a kontrolované veterindrnym lekdrom. Experiment prebieha v celkovej anestéze
(Pentobarbital). Po excizii pankreasu bude zviera v celkove] anestéze usmrtené
preddvkovanim anestetikom. Bolest’, utrpenie aj strach by zvieratd mali pocitovat iba

minimélne pri vpichnuti anestézy.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: gno’" nie



Priloha ¢ 2
NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu:

Vyskum tlohy nervového systému pri vzniku a progresii experimentdlneho melanomu
indukovaného u laboratérnych mysi kmetia C57Black subkutdannym podanim B16-F10
nadorovych buniek

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: Ab 32 / 73 - 22_,/

KPaéové slova v projekte ( max 5 slov):

- melanom, laboratérne mysi, nervovy systém, neurobioldgia nadorov

Utel projektu:

a) zakladnv vyskum

b) translaény alebo aplikovany vyskum

c) regulacné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z.
z.)

d) ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare Fudi alebo
zvierat

e) ochrana druhov
f) vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

g) zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al$ieho pouZivania
v postupoch.

Opisat’ ciele projektu:
A/ Imunohistochemicky charakterizovat’ inervaciu nadorového tkaniva (experimentalny
melandm) a jej fenotyp.

B/ Chemickou sympatikotémiou vyuZitim neurotoxinu 6-hydroxydopaminu inhibovat’
¢innost’ periférnych sympatikovych nervovych zakondeni a nasledne sledovat’ vplyv tohto
zasahu na vznik a progresiu experimentalneho melanému.

C/ Subdiafragmatickou chirurgickou vagotomiou inhibovat’ &innost’ parasympatikového
nervus vagus a nasledne sledovat’ vplyv tohto zdsahu na vznik a progresiu experimentalneho
melanomu.



D/ PouZitim  implantovanych  osmotickych  minipump  chronicky  podavaf
(intraperitonedlne) vybrané latky (noradrenalin, nikotin, beta blokatory) a sledovat ich vplyv
na progresiu experimentalneho melanému.

E/ Vyuzitim stereotaktického aparatu a §pecidlne upraveného Haldszovho noZika prerusit
nervové drahy tych mozgovych oblasti, ktoré na centralnej urovni regulujii neuro-endokrinno-
imunitné interakcie organizmu a nésledne sledovat’ vplyv tohto zdsahu na vznik a progresiu
experimentalneho melan6mu.

F/ VyuZitim stereotaktického aparitu a infuznej sipravy napojenej na osmotickl
minipumpu chronicky intracerebroventrikularne podavat’ protizdpalovo pdsobiaci inhibitor
NF KB a nésledne sledovat' vplyv tohto zésahu na vznik a progresiu experimentalneho
melanému.

Prines z vykonaného projektu:

Hoci mnohé experimentdlne a klinické prace preukézali zapojenie nervového systému v
patogenéze nadorovych chordb, mechanizmus akym mdZe nervovy systém ovplyvnit' vznik
a progresiu nadorov, nie je doposial’ iplne objasneny. Vyskum tlohy nervového systému v
procesoch vzniku a progresie melanému planovany v nafom laboratdriu bude orientovany na
objasnenie tlohy:

- neuroimunitnych interakeii v etiopatogenéze nadorovych chordb,

- obojsmernych interakcii nddorovych buniek s mikroprostredim sprostredkovanych
signalnymi molekulami,

- Sirokej 8kaly neurotransmiterov pdsobiacich na funkcie nddorovych buniek esencilne pre
ich invazivne a metastatické aktivity. PoOsobenie neurotransmiterov prostrednictvom
receptorov na nadorovych bunkéch, ovplyviluje proliferdciu, migriciu a invazivnost tychto
buniek. Preto je cielom predkladaného projektu zistit, & stimuldcia resp. inhibicia
sympatikového/parasympatikového nervového systému na periférnej irovni ovplyvni vznik a
rast experimentalneho melandému.

- neoneurogen€zy - priamej inervicie nadorového tkaniva nervovym systémom. Nedavne
zistenia totiZ indikuju, Ze nadorové bunky sa spolupodielaju na procese neoneurogenézy
syntézou a uvolfiovanim neurotrofnych faktorov, prostrednictvom ktorych iniciuji svoju
vlastni inervéciu. Poznatky o inervacii nadorového tkaniva, rovnako ako aj poznanie
fenotypu tejto inervécie, mdZe umoznit, zdsahmi do &innosti nervového systému, modulovat’
néadorovy rast a jeho progresiu.

Dalsim cieFom predkladaného projektu je objasnit’ ilohu mozgovych §truktir zapojenych do
regulacie imunitnych, ako aj neuroendokrinnych odpovedi podas progresie experimentélneho
melanému u laboratérnych mysi. Predpokladdme, Ze monitorovanim aktivity nervovych
Struktir bude moZné posidit’ priebeh nadorového rastu a ovplyvnenim cmnost1 uréitych
nervovych Struktir bude dokonca moZné nadorovy rast inhibovat’.

Verime, Ze podrobnejSie Stidium interakcif medzi nervovym systémom a vyvijajicim sa
melanémom vytvori v budiicnosti podklad pre zavedenie novych postupov pri diagnostike
a lie€be tohto rozsireného typu nadoru.



Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:

- laborat6érne mysi kmetia C57Black, dospelé samce aj samice, podet: 364 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vrimci vykondvania
projektu:

Vzhladom nato, Ze laboratérnym mysiam sa budu subkutdnne inokulovat’ melanémové B16-
F10 nadorové bunky, budli zvieratd vystavené nepriaznivému udinku vyvijajuceho sa
melanému. Okrem toho, zvieratd podstupia niektoré vybrané chirurgické, prip.
farmakologické zésahy, ktoré tieZ mdZu ovplyvnit' ich zdravotny stav. Hoci budt vietky
chirurgické zdkroky u zvierat vykonané pod anestéziou (implanticia osmotickych minipimp,
chirurgicka subdiafragmaticka vagotomia, stereotaktické operdcie mozgu), predpokladdme ich
kratkodoby nepriaznivy vplyv na zdravotny stav zvierat (predovietkym pooperacna bolest,
ktord zmiernime jednorazovym i.p. pooperaénym podanim analgetika Rometaru). Vsetkym
predvidatelnym zdravotnym komplikaciam sa budeme snaZit’ zabranit’, pripadne ich zmiernit.

Predpokladana vdroven krutosti:

Naplénované zasahy na laboratérnych mysiach moZeme zaradit' do nasledovnych kategorii
podla trovne krutosti:

Kategéria slabé (zvieratd budi pocitovat’ kratkodobu slaba bolest a vo vyznamnej miere
nebude naruSend ich pohoda ani celkovy stav):

- 1.p. podavanie anestézie pred vykonani chirurgickych zakrokov,

- 1.m. podévanie pendeponu po operaénych zakrokoch,

- s.c. inokulacia nadorovych buniek,

- i.p. injek&né podavanie vybranych latok experimentélnym zvieratim,

- poddvanie tekutej potravy Fresubinu po vykonani chirurgickej subdiafragmaticke;j
vagotomie pre zabranenie gastrostizy,

- vyholenie zvierat pred inokul4ciou nddorovych buniek, ako aj pred chirurgickymi zdkrokmi
pouzitim elektrického holiaceho strojéeka.

Kategéria stredné (zvieratd budi pocifovat’ kratkodobi strednt bolest’ a je pravdepodobné, e
stredne narudia pohodu alebo celkovy stav zvierat):

- chirurgicka subdiafragmaticka vagotomia,

- implantéciu osmotickych minipump,

- stereotaktické operacie mozgu,

- znehybnenie zvierat v plastovej trubici s otvormi na dychanie,

- rast melanémovych nddorov.



Uplatiiovanie zasad 3R:

1. Nahradenie zvierat (zd6vodnenie pouitia zvierat v projekte, zddvodnenie preco sa nemdZe
pouzit’ alternativna metéda bez pouZitia zvierat)

Ulohu nervového systému v procesoch stivisiacich so vznikom a progresiou nadorov je moZné
Studovat’ len na animéalnom modeli s dostatoéne vyvinutym nervovym systémom. Preto nie je
moZné navrhovany experiment realizovat’ na systematicky niz$om druhu Fivogichov a ani za
vyuZitia potitaCovej simuldcie. Je nevyhnutné vyuZit' laboratérne mySi kmetia C57Black,
ked’Ze predstavuji idedlny model pre indukciu melanémov subkutinnou aplikaciou B16-F10
melanémovych nadorovych buniek. V pripade, e bude mo¥né experimenty uskutoénit’
priebeZne (persondlne a priestorové zabezpelenie), budeme minimalizovat pocet zvierat
redukciou kontrolnych skupin. Taktiez, ak bude moZné vyuzit vzorky ziskané z jedného
experimentu aj v druhom experimente, podet experimentalnych zvierat adekvétne zniZime.

2. Redukcia poétu zvierat (zd6vodnenie pouZitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa
pouZzije redukcia, objasnenie toho, Ze sa pouZil minimélny moZny pocet zvierat)

Podet zvierat je minimalizovany na najmengiu moZnd hranicu tak, aby ziskané udaje mohli
byt Statisticky spracované a mali seriéznu vypovedni hodnotu. Avsak, z dbdvodu
reprodukovatelnosti a validity pokusov a z ddvodu nie 100% incidencie nadorov u
laboratérnych zvierat po inokulédcii nddorovymi bunkami, je potrebné zaradit' do jednej
experimentdlnej skupiny priemerne 10 zvierat. V kontrolnych skupinach postacuju 4 zvierata.

3. Zjemnenie (vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zd6vodnenie pouZitia zvierata,
objasnenie sposobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie abolest zvierat v priebehu
vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Utrpenie zvierat bude minimalizované dodrZiavanim kaZdej z piatich zasad uvadzanych pri
definicii welfare zvierat. Testy budd uskutodtiované tak, aby zvieratd ¢o najmenej stradali.
Zvieratd budi chované v klietkach maximalne po 6 za prisunu peletovanej stravy a vody ad
libitum, &o im umoZni plne realizovat’ prirodzené formy spravania, vratane socidlneho. Podas
chirurgickych zasahov (subdiafragmatickd vagotémia, implantécie kanyl a osmotickych
minipimp, mechanickd deaferentacia) budu zvierata v celkovej anestézii (ketamin/xylazin,
ip.), ¢im sa zminimalizuje ich utrpenie na najmengiu moZnd mieru. Zdravotny stav zvierat
bude denne monitorovany. Zvieratdm budi taktie? pred operanymi zakrokmi podané
anestetikd (kombindcia ketamin/xylazin v pomere 1:3 a v mnoZstve 0,15 ml na zviera
intraperitonedlne), aby sme zniZili pdsobenie chirurgického zasahu. Po operatnych zasahoch
budll zvieratd ponechané na vyhrievacich podlozkidch do doznenia G&inkov anestézie.
Nasledne budi preloZené do chovnych klietok, kde budi pravidelne monitorovang.

Projekt bude podliehat’ opAtovnému schvalovaniu: ano  nie



PRILOHA 2
Netechnické zhrnutie projektu 46 (’) i/ﬂ/3 - 4,27// 3

Rakovina prsnika je naj¢astejSim nadorovym ochorenim Zien vo svete. Lie¢ba pacientov
s mamarnym karcinémom je finanéne a ¢asovo narotna aasto byva sprevadzanad vediaj$imi

G&inkami lieCebnych postupov.

Resveratrol je polyfenol vyskytujuci sa v mnohych rastlinach, napriklad hrozne, morusi ¢i
tmavo zafarbenom ovoci &i zelenine. Je znamy svojimi antikarcinogénnymi G€inkami v réznych typoch
nadorov, napr. Zaludka, éreva, ovarii & prsnika. Uginkovanie resveratrolu sa vyznacuje davkovou
zavislostou, ktorl sme sledovali v predoslych experimentoch na nasej katedre. Okrem tcho vSak
posobi | Casovo zavisle. Doposial v8ak nebola publikovana nijaka $tadia, zaoberajica sa

cirkadiannym u&inkovanim resveratrolu v procese karcinogenézy.

Cielom tohto projektu je analyzovat uginok resveratrolu, podavaného v tmavej Casti diia, na
vybrané nadorové parametre 40 samic potkanov kmefia Sprague-Dawley. Zakladné parametre

karcinogenézy nam poskytn( obraz o celkovom efekte resveratrolu na nadorové ochorenie prsnika.

Po vstupe do bunky sa resveratrol viaze predovietkym na estrogénové receptory. Preto je
dals§im délezitym cieflom sledovanie a kvantifikacia expresie estrogénovych receptorov na bunkovej

membrane nadorovych buniek s naslednym Statistickym vyhodnotenim.

Resveratro! je znamy antioxidant. Jednym zo zakladnych vlastnosti antioxidantov je
schopnost' vychytavat' reaktivne formy kyslika, dusika, ale aj inych. Cielom tejto €asti experimentu je
stanovit hladiny reaktivnych foriem kyslika pomocou prietokového cytometra v krvi zvierat,

s naslednym Statistickym vyhodnotenim.

V sucasnosti stale pretrvava nedostatok klinickych $tadii, zaoberajucich sa ucinkami
resveratrolu na ludsky organizmus a preto je tento fakt v centre zaujmu vedeckej komunity. Davkova a

¢asova zavislost' u¢inkovania resveratrolu znemozriuje jeho priamu aplikaciu v klinickej praxi.
Predkladany projekt je v stlade so zasadami 3R:

Zasada nahraditelnosti:

Nadorové ochorenia st druhou najéastejou pri¢inou Umrti na celom svete. Je preto délezité,
aby sa neustdle objavovali a skimali nové preventivne latky. Vzhladom na charakier pokusu je
nevyhnutné, aby bol vplyv preventivnej latky analyzovany v podmienkach in vivo, ktoré tvoria systém
dejov aodpovedi na stimuly zvonkajSieho a vnutorného prostredia. Potkany maju podobnu
histologicku stavbu a vyvin mlie€nej Zlazy ako Clovek a tvoria najvhodnejsi model na skimanie vplyvu
latok v procese mamarnej karcinogenézy. Okrem tcho, vznikajice nadory maju rovnaky pévod ako

u Cloveka a odpovedaju v rovnakej miere na pohlavné hormony.



Zasada znizenia:

Planovany experiment je zostaveny tak, aby bolo pre dosiahnutie o&akavanych vysledkov
pouzitych ¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnozstvo vystupnych informacii z kazdého
pouzittho pokusného zvierata. Planovany experiment je zaroven zostaveny tak, aby bola
minimalizovana bolest alebo stres pouZitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpe&eny primerany

welfare od ich privezenia az po smrt'.

Zasada zdokonalenia (zjemnenia):

Polas experimentu bude zabezpeena komplexna starostlivost’ o zvierata. BeZnu starostlivost
0 zvierata budl zabezpec€ovat' laborantky, ktoré su prislusne $kolené a poudené. Véeobecne sa da
konstatovat, Ze uvedené experimentaine postupy nespdsobia neprimerany diskomfort pokusnych
zvierat a Ze ide o Standardné typy pokusov (beZne pouzivané v §pickovych vedeckych pracoviskach) v

sulade s etickymi poZiadavkami.

\S/D és/z/q’ /> oS Levny - oy



Priloha ¢. 1

Nazov projektu: Vplyv kondiéného stavu samic na preimplantaény vyvin embrya a Gspe3nost
biotechnologickych postupov v reprodukénej praxi (VEGA 2/0001/14)

€islo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 7 29¢ /3 -227
KIGgové slova v projekte ( max 5 slov): preimplantaéné embryo, obezita, podvyZiva, biotechnoldgia

Ukel projektu’: Zakladny vyskum

Transla¢ny alebo aplikovany vyskum

Regulaéné metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysoko3kolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalsieho pouzivania
v postupoch

Ak je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Opisaf ciele projektu: Predmetom vyskumu bude Stidium vplyvu odchylok kondi¢ného stavu samic
od fyziologickych hodnét na embrya v preimplantacnom 3tadiu vyvinu. V minulosti bol dokazany
nepriaznivy vplyv materskej obezity a podvyZivy na Specifické parametre oocytov a ranych embryi, no
mechanizmy tychto vplyvov ani potencialny dopad na reprodukénd prax doposial nie st zndme.
Hlavnym cielom projektu bude identifikovat vplyv kondi¢ného stavu samic na Gspesnost bezne
vyuzivanych biotechnologickych postupov — na hormondline riadenie pohlavného cyklu zvierat a na in
vitro kultivaciu embryi.

Prinos z vykonaného projektu: Vysledky experimentov prinest nové poznatky o vplyve
metabolickych a endokrinnych zmien v materskom prostredi na fyziologické pochody v
preimplantaénom embryu (funkénd morfogenéza, metabolizmus a transkripcia) a pomdZzu sformovat
prisluné odporucania pre biotechnologickd prax.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné pocty: Modelovym zvieratom pre vietky experimenty bude
my$ laboratérna (kmefi ICR). Pri zohladneni vietkych potrieb vedeckého vyskumu i predpisov
stanovenych v nariadeni vlady 377/2012 Z.z. by maximdlny poet pouZzitych mysi za celé obdobie
trvania projektu (01/2014-12/2017) nemal prekrocit 3200 mysi.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu: Ujma
spOsobend zvieratdm z hiadiska utrpenia, bolesti a strachu bude minimalna. Okrem dietetickych
zmien u % zvierat, neinvazivneho merania objemu tuku (EchoMRI) a hormonélnej indukcie
pohlavného cyklu u &asti F1 samic nebude pokusnym ani kontrolnym zvieratam spdsobovany Ziaden
dalgi diskomfort. Vietky invazivne zasahy (izoldcia embryi a odber krvi) budu vykonané az po ich
usmrteni.



Predpokladana uroveri krutosti: V3etky postupy vykonavané v ramci pokusov spadaji do kategdrie
krutosti ,slabé”, tzn. zvieratd v ich désledku nebudd pocitovat Ziadnu alebo iba kradtkodobu slabu
bolest, utrpenie alebo strach.

Uplatiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Planované experimenty nie je moZné vykonat alternativnym spésobom bez pouZitia Zivych zvierat.
Doterajsie poznatky o problematike neumoZiiuju vytvorenie adekvatneho in vitro alebo pocitacového
modelu, ktory by dokézal simulovat zloZity vztah medzi kondiénym stavom matky a reprodukciou.

2. Redukcia poctu zvierat:

Planované experimenty st zostavené tak, aby bolo pre dosiahnutie o&akavanych vysledkov pouzitych
¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnoZstvo vystupnych informécii z kazdého pouZitého
pokusného zvierata. Potet pouZitych zvierat (3200) bol stanoveny tak, aby bola zachovana
reprodukovatelnost a validita pokusov pri minimélnom objeme vstupného materidlu. Odchov samic s
réznym objemom telesného tuku bude prebiehat cyklicky. Opakovania postupu bud ukonéené vidy
v momente, ked' sa nazbiera dostatok biologického materialu (oocytov / preimplantaénych embryi),
ktory poskytne interpretovatelné a tatisticky preukazné vysledky. Usmrcovanie zvierat s naslednym
zberom biologického materidlu je v postupe nastavené tak, aby mohlo byt vo vzorkach vySetrenych
paralelne tolko parametrov, kolko bude technicky moZné. Navrhovany pocet zvierat ale zohladriuje aj
potreby rie$enia nepredvidanych vedeckych problémov, preto otakdvame, Ze realne pocty pouzitych
zvierat budu niZsie.

3. Zjemnenie:

Hlavnym dévodom vyberu mys$i laboratdrnej je vysoka reprodukéna schopnost druhu (pocetnost vo
vrhu, rychla generaénd vymena, celoroény pohlavny cyklus mysi), ktord umozni ziskanie potrebného
objemu interpretovatelnych vedeckych vysledkov v relativne kratkom ¢ase. Planované experimenty
st zostavené tak, aby bola minimalizovana bolest alebo stres pouZitych pokusnych zvierat a aby bol
zabezpeleny primerany welfare od ich narodenia aZ po smrt. Vietci pracovnici, ktori prichadzajd do
styku so zvieratami st prisludne pouceni a budu dbat na humanny pristup k zvieratdm a starat sa o to,
aby neboli v #iadnej faze pokusov vystavované zbytonému stresu.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu:  ano  nie

KedZe v projekte nie st pouZité primdty ani postupy klasifikované ako ,kruté” a ani tak nestanovuje
vyjadrenie etickej komisie, spatné postdenie projektu nie je podfa § 37 NV 377/2012 Z.z. nutne.



Priloha €. 1

Netechnické zhrnutie projektu:
Nazov projektu:

Vplyv ranej vyzivy na kontrolu prijmu potravy, rast a enzymaticki aktivitu tenkého éreva mladych
a dospelych zvierat (VEGA 2/0011/14)

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: -2 ¢ 7> 22%
Kltcové slova v projekte ( max 5 siov):
rana vyziva, funkény stav creva

Utel projektu’: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regula¢né metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho pouZzivania
v postupoch

Ak je iny Ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:

1. V navrhovanom projekte budeme skimat’ dlhodoby vplyv ranej dietarnej intervencie navodenej a)
kfmenim potkanich matiek Standardnou laboratérnou diétou alebo vysokotukovou diétou ENSURE
plus pocas laktacie; b) neonatalnou Gpravou velkosti hniezda (poéet mlad’at 4, 10 alebo 16/hniezdo) na
funkény stav tenkého Ereva a sledovat’ ako tieto skoré nutriéné zasahy ovplyvnia stavbu tela

a vyuzitelnost’ krmiva u mladych a dospelych samcov a samic. Taktiez budeme sledovat’, &i dojde

k zvyrazneniu alebo zoslabeniu nadobudnutych somatickych a funkénych zmien u zvierat so

zvySenou, zniZenou a normalnou hmotnost'ou po prechode na Standardné, vysokotukové alebo
obmedzené kfmenie.

2. Sledovanie dlhodobého vplyvu rozdielneho raného nutridného prostredia na regulaciu telesnej
hmotnosti, prijem potravy, enzymatickt aktivitu tenkého ¢reva a na zdravie (hodnoty telesného tuku a
krvného tlaku ) u potkanov pochadzajicich z hniezd nerovnakej velkosti za pouzitia metddy cross-
fosteringu. Na 10. defi Zivota mlad’ata pochadzajice z malého hniezda budd premiestnené k matkam

starajucim sa o optimalny pocet mlad’at (10) a naopak mlad’ata zo stredného hniezda presunieme
k matkdm z malého hniezda.

3.V dalSich experimentoch budeme hodnotit’ vplyv aktivicie B3-adrenergnych receptorov hnedého
tukového tkaniva kratko po narodeni u potkanov zo stredného a malého hniezda za pouzitia



farmakologickej intervencie na ukladanie bieleho tukového tkaniva a zist'ovat’ ilohu hnedého
tukového tkaniva pre optimalizaciu energetickej rovnovahy v neskor§om obdobi.

Prinos z vykonaného projektu

Vyskum bude nadvézovat’ na nase doterajsie vysledky dosiahnuté pri rieSeni VEGA a EU
projektov, v ktorych sme okrem zmien tykajuicich sa somatickych a kimnych parametrov, pozorovali
aj vyrazne mikrobidlne a funkéné alteracie tenkého Ereva. Informacie o presnej tlohe tenkého ¢reva
pri vzniku metabolickych a kimnych portich zvierat prekfmenych/podvyZivenych v ranom obdobi st v
sucasnej dobe nejasné, preto experimentalny model pouzity v tomto projekte, by mohol byt
napomocny pri zavadzani nutri¢nych stratégii zabratiujucich zmenam v kontrole prijmu potravy a
regulacie telesnej hmotnosti ako aj pri zabezpeCovani optimalneho vyuzitia krmiva a rastu zvierat. Da
sa predpokladat’, Ze s vyZivou siivisiace somatické a funkéné zmeny nadobudnuté v obdobi vyvoja,
mozu zohravat’ vyznamnu Glohu pri nastaveni buducich fyziologickych procesov regulujicich
metabolizmus a stavbu tela zvierat.

Vzhl'adom k tomu, Ze o tlohe hnedého tukového tkaniva v mechanizmoch kontroly hmotnosti
a telového tuku je k dispozicii pomerne malo informacii, m6Zu byt naSe pokusy na zvieratach
vyuzivajice Specificktl stimulaciu hnedého tukového tkaniva (podporuje lipolyzu a energeticky vydaj)
dolezité. Je zname, Ze u cicavcov hnedé tukové tkanivo zohrava vyznamnu tlohu v termogenéze
zodpovednej za kontrolu telesnej teploty a regulacie energetickej rovnovahy (Ghorbani a kol. 1997).
Z tohto pohl'adu moéze byt dany jav potencialne zaujimavy pre roz§irenie doterajsich poznatkov
o patogenéze metabolickych porich, €o méze pomdct pri nastaveni farmakologickej a nutriénej
stratégie pri prevencii a lieCbe chorobnosti hospodarskych zvierat.

Literatira:

Ghorbani a kol. Biochemical Pharmacology1997;1:121-131.

Druhy pouZitych zvierat a ich predheiné poéty:

Potkan laboratérny Spraque-Dawley 480 ks/3 roky

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

V ramcei pokusov nepredpokladame Ziadne nepriaznivé vplyvy na pouzité zvierata, zvieratd nebudu
vystavené Ziadnym bolestivym zakrokom a ani zbyto€nému stresu. Podas vietkych experimentov
budeme neustale dbat’ na humanny pristup k zvieratam.

Predpokladana Groven krutosti:

Na zéklade miery bolesti, utrpenia atd’. postupy vykondvané na zvieratéch v naich experimentoch

moZno podla priloha €. 4 k nariadeniu vlady €. 377/2012 Z. z. Klasifikacia krutosti postupov,
klasifikovat’ ako slabé.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

V registroch medzinarodne overenych a uznanych alternativnych metdd sme nenadli Ziadne uznané
alternativne metédy nevyzadujiice pouZitie zvierat pre vykonanie nagich experimentov (ECVAM
hitp://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu/ Database service on alternative methods to animal




experimentation; ICCVAM htip:// iccvam.niehs.nih.gov/ The Interagency Coordinating Committee on
the Validation of Alternative Methods. Ked’se sa jedna o sledovanie ranych nutriénych zdsahov na
kifmne a somatické parametre ako aj funkéné zmeny v tenkom &reve zVierat, pokus nie je moZné
vykonat’ alternativnym sposobom.

2. Redukcia poétu zvierat:

Uvedené podty zvierat v skupinéch su minimélne, stanovené podty sii potrebné na ziskanie
dostatodného mnozstva interpretovatelnych a spravne Statisticky vyhodnotitelnych vysledkov
Jednotlivych experimentov a na optimalne posidenie i¢inkov rane;j nutriCnej intervencie.

3. Zjiemnenie;

Zvierata v priebehu pokusov nebudi Vvystavené Ziadnym bolestivym zakrokom, utrpeniu ani vplyvom
Zivotného prostredia. Pogas vietkych experimentov budeme neustéle dbat’ na humanny pristup

k zvieratdm. Na zvieratach nebudii vykonavané Ziadne invazivne zakroky. Nebudeme ich vystavovat’
zbyto&nému stresu.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniy: ano

=
o
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Priloha&.5 ~ 2304/73 -22
Netechnické zhrnutie’projektu podia §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia vlady SR ¢.
377/2012

Ovplyvnenie apoptézy a zapalu inhibitormi fosfodiesteraz v podmienkach
experimentalne indukovaného alergického zapalu dychacich ciest

Cielom projektu je zistif G&innost selektivnych inhibitorov fosfodiesteraz (PDE)
pri ovplyvneni apoptotickych zmien zapalovych buniek v podmienkach alergického
zépalu a objasnit, & tieto zmeny koreluju so zmenami zépalovych markerov, resp. s in
vivo a in vitro reaktvitou dychacich ciest (DC).

Na dosiahnutie tohto ciela budeme realizovat nasledovné ciastkové ulohy:

- na modeloch hyperreaktivity DC budeme porovnavat Uginky viacerych
selektivnych inhibitorov PDE, a to najma inhibitorov izoenzymov PDE3, 4,5a 7, u
ktorych predpokladdme najvyraznejSie bronchodilatatné a protizapalové
pbsobenie ako aj ovplyvnenie kasla a hyperreaktivity dychacich ciest a menej
vedlajdich Géinkov spomedzi selektivnych inhibitorov PDE; zarovefi porovname
ich U&nnost s klinicky overenymi bronchodilataéne (beta2-sympatomimetika,
parasympatolytika, metylxantiny) a protizapalovo (glukokortikoidy) p&sobiacimi
latkami,

- zameriame sa na sledovanie ovplyvnenia eozinofilného zépalu a jeho markerov
ako aj markerov oxidaéného stresu v podmienkach experimentédlne navodenej
hyperreaktivity pdsobenim selektivnych inhibitorov PDE (jednotlivo i v
kombinacii),

- po tvodnej vieobecnej analyze vyberieme vhodné markery apoptozy (viabilita
buniek, aktivita kaspaz a pod.) zdpalovych buniek a ndsledne ich namerané
hodnoty budeme korelovat s markermi zapalu ako aj s celkovymi zmenami
reaktivity dychacich ciest,

- uvedené utinky budeme hodnotit u vybranych latok pri réznych davkach,
réznych davkovacich schémach (akdtne a chronické poddvanie) a spbsoboch
aplikécie (intraperitonedlne, perorélne a inhalacne).

Podas rieenia projektu budeme priebeine konzultovat ziskané vysledky v
spolupraci s klinickymi pracovnikmi; na zéklade toho sa pokusime vybrat najvhodnejsi
selektivny inhibitor PDE a nasledne pripravit podmienky pre jeho klinické testovanie.

Predpokladany prinos projektu:

Z literdrneho prehladu vyplyva, Ze selektivne inhibitory PDE otvaraju nové
potencidlne moZnosti ovplyvnenia zdpalovych ochoreni DC spojenych s hyperreaktivitou
(bronchidina astma, CHOCHP). Na potvrdenie tohto predpokladu su v3ak potrebné
podetné experimentélne ako aj klinické skisky.

Preto nafou snahou bude priniest origindlne poznatky o tom, do akej miery su
schopné selektivne inhibitory PDE3, 4, 5, 7, resp. ich vzajomné kombinacie a kombinacie
s inymi antiastmatikami timit prejavy zapalu a podporit pro-apoptotické zmeny
zapalovych buniek. Zameriame sa aj na rézne cesty a dizku podavania selektivnych
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inhibitorov PDE, &m zdokumentujeme aj ich farmakokinetické vlastnosti, resp.
participaciu na ich bronchodilataénom a protizapalovom pdsobeni.

Preto budeme sledovat markery zépalove] reakcie, oxidatného stresu i
jednotlivych procesov participujucich na apoptotickych zmendch, &m prinesieme
originalne vysledky v tejto oblasti pésobenia selektivnych aj neselektivnych inhibitorov
PDE.

Predpokladdme, Ze nasimi vysledkami potvrdime opodstatnenost pouZitia
inhibitorov PDE v lie€be ochoreni spojenych s hyperreaktivitou DC a po zvoleni
najvhodnejiieho selektivneho inhibitora PDE na zaklade experimentalnych vysledkov
pripravime podmienky pre jeho testovanie a nasledne moZné uplatnenie v klinickej
praxi.

Na pokusy pouZijeme outbredné morcatd kmen TRIK o hmotnosti 150 az 350 g
v celkovom pocte 360.

Charakter pokusov neddva moZnost dosiahnut poZadovany, reprodukovatelfny
avalidny vysledok inou dostupnou metddou bez pouZitia zvierat. V3etky aktivity
stvisiace s pokusmi budeme vykondvat v sulade s platnymi zdkonmi a nariadeniami ako
aj medzindrodne zavedenymi osvedéenymi metddami v starostlivosti o laboratérne
zvieratd, aby sme zabezpedili huméanne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami.
Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizacii projektu pouzivame dlhodobo a vefmi
sa osveddili v rdmci riedenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych dloh. Vysledky
ziskané tymito metédami boli publikované mnoZstvom prac a prezentované na mnohych
odbornych férach nielen doma ale aj v zahraniéi. Z hladiska dodrZiavania zasad prace
s pokusnymi zvieratami neboli voéi nim vznesené Ziadne namietky €i uz na odbornych
férach v ramci diskusii alebo v oponentskych posudkoch publikovanych &lankov. Pokusy
si pripravené tak, aby sa maximdlne wvylU¢il strach, zbyto¢nd bolest a utrpenie
pokusnych zvierat a aby boli zvieratd vyuZité humanne a zodpovedne na ziskanie novych
vedeckych poznatkov prispievajucich k u¢elnej farmakoterapii. RieSitelia preto povazuju
navrhované metddy za vhodné aj pre realizéciu predkladaného projektu.

Pri realizécii pokusov sa budeme snaZit dodrziavat vieobecné zasady 3R (Replace,
Reduce a Refine):

- nahradenie,

- zniZenie,

- zjemnenie.

Nahradenie — postupy projektu nie je mozné vykonat bez pouzitia zvierat. Morca sa
vdaka svojmu imunologickému a receptorovému profile bliZi vlastnostiam ¢loveka, preto
je v z tohto pohladu najvhodnejsim Zivo¢iSnym druhom pre zvoleny typ experimentov.
Zmeny reaktivity in vivo sa nedaji predikovat len na zaklade in vitro pokusov. Tato
metdda ndm viak umoZni pripravit viac preparatov tak z trachey ako aj z pluc, &im bude
mozné pouZit menej zvierat.
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ZniZenie - na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme namiesto 10 len 8 zvierat v kazdej
skupine, o povaZujeme za optimalny pocet tak z hladiska reprodukovatelnosti ako aj
ziskania nevyhnutnych Udajov a objektivne hodnotitelnych vysledkov. Mensi pocet
zvierat by mohol spdsobit vyraznejsie pésobenie interindividudlnych rozdielov
s moznostou spochybnenia objektivnosti vysledkov. Navrhované postupy su zaroven
usporiadané tak, aby sa z kaZdého zvierata ziskalo maximalne mnozZstvo vzoriek a Udajov
pre analyzy. ZvySok vzoriek bude odlozeny v hlbokomraziacich boxoch, aby sa mohli
vyuZit aj pri pripadnych dodatoénych analyzach bez potreby pouZitia dalSich zvierat.

Ziemnenie (Refinement) — Spésob manipulécie so zvieratami a starostlivost o zvieratd
pocas postupu bude v sulade s poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni vlady SR ¢.
377/2012 Z.z. a Vyhlaske Ministerstva podohospodarstva a rozvoja vidieka SR ¢.
436/2012 Z.z.

Aplikacia latok a senzibilizacia, ako aj hodnotenie in vivo reaktivity a kasla bude
realizované tak, aby bol pobyt zvierata v pletyzmografe zredukovany na nevyhnutne
potrebny ¢as. Usmrtenie zvierata bude formou 3etrnej exsangvinicie po navodeni
celkove]j anestézy (ketamin 20 mg/kg hmot. + xylazin 5 mg/kg hmot. i.m.).

Projekt nevyZaduje spitné posudenie (podla Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).
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Priloha 4: .5 a:z/@ ~22/

Netechnické zhrnutie projektu podla § 40 nariadenia viady

Druh, plemeno, chovna | Planovany pocet za obdobie trvania pokusu
linia, pohlavie pouzitych zvierat
pokusnych zviera
Cbh12, & 442,204 & September2013 — Maj 2014 270 dni
NOD & 45 September — December 2013 | 105 dni
Al & 60 Februar — Marec 2014 10 dni
CD1g 60 April - Jun 2014 45 dni
cb1 g 60 September — Oktdber 2014 45 dni
cD14d 30 Oktober - December 2014 45 dni
A d 78 Januar — Marec 2015 55 dni
SCiD & 85 April - Jin 2015 49 dni
SCID & 65 September — Oktober 2015 49 dni
SCID-NOD & 35 November - December 2015 49 dni
CD14 60 Janudr ~ Marec 2016 45 dni
cb1g 63 April - Jun 2016 63 dni
Charles River Lab., Germany DE 2429373
Masarykova univerzita, Brno C262760157 30048/2007-1001
Harlan Laboratories SRL REG.NR.2-prof.2914 del15/06/1964

Podrobny ciel projektu, oéakavané vysledky a ich vyuzitie v praxi:

Ciefom pokusu je ziskat exaktné poznatky o patogeneze coxsackievirusovej infekcie
pri dvoch spésoboch infikovania (parenteréiny a perorainy). Vzhladom ktomu, Ze
v suCasnosti su k dispozicii prevazne udaje o priebehu infekcie po parenteralnej aplikacii
virusu, ale prirodzena cesta infekcie enterovirusmi u ludi je alimentarna, je experiment
zamerany na podrobné $tidium Gdasti érevného imunitného systemu (GALT) na rozvoiji
infekcie a vzniku ochorenia. Na §tudie sa pouzivali $tandardné laboratérne kmene virusov. V
nasom experimente sa pouZije kmen virusu izolovany od pacienta s juvenilnym diabetom,
kde bol virusu vyvolavacim faktorom patologického procesu. Na porovnanie priebehu
infekcie budeme sledovat' aj patogenézu po infekcii mutantnym virusom a enviromentalnymi
a Klinickymi vzorkami. Toto usporiadanie pokusu umozni ziskat relevantné poznatky
0 podstate a pri¢inach rozvoja infekcie u fudi a tym aj 0 mozZnosti opatreni, ktoré zniZia riziko
patologického procesu.

Projekt sa nemusi spatne posudit' a netechnické zhrnutie projektu sa aktualizuje

Projekt nepredpoklada ekonomické prinosy. Patogenéza a Sirenie sa coxsackievirusu
v organizme sa neda skumat’ na ludskej populacii, preto vdaka podobnosti mCAR
receptoru umysi a CAR receptoru u ludi, je vedecky uznavanym modelovym
organizmom Studia patogenézy coxsackievirusov mysSi model. Z tohto hladiska
vysledky pokusu maji vyslovne vyznaénu vedecko-vyskumnii hodnotu. Vysledky
budu zverejnené formou publikacii, prezentacii na narodnych a medzinarodnych
vedeckych podujatiach, formou diplomovych a dizertaénych doktorandskych prac.

Po zhodnoteni literarnych zdrojov v sucasnej dostupnej vedeckej literatiire
zameranej na hfadanie alternativnych laboratérnych technik navrhovany projekt




pokusu plne reSpektuje zasadu 3 R, projekt je v sulade s poZiadavkou nahradenia,
obmedzenia a zjemnenia:

Replacement: Nie je znama nahrada pouZitia zvierat v uvedenom projekte. Navrhnuty
zvieraci druh — my$i. U fudi nie je redlne mozné sledovat patogenézu virusovych infekcii
a kinetiku destrukcie buniek. My8aci model, vzhladom na podobnost priebehu infekcie
s ludmi vdaka pritomnosti mCAR receptoru, je vhodnym prostriedkom na $tadium ochoreni
sposobenych coxsackievirusmi. Na suéasnom stupni vedeckého poznania neexistuje
dostato¢ne validovany in vitro alternativny spésob sledovania patogenézy virusovych
infekcii. VSetky pokusy budi vykonané podla doporuéenej a schvalenej metodiky OCED.

Refinement (zjemnenie manipuléacie so zvieratami) — Pri manipulécii so zvieratami budeme
dodrziavat SPP/ EZ/V001-013 a SPP/IMU/NO17

Reduction (obmedzenie poétu zvierat) — Predpokladany poget zvierat potrebnych na pokus je
minimalizovany na najmensiu moznu mieru, aby sa v8ak zarucila $tatisticka validita Gdajov.
Akekolvek zniZenie poétu zvierat modze viest kznizeniu validity a Statistickych
kalkulacii preukaznosti pokusu a nevyhnutnosti jeho opakovania.

Bezbolestné usmrtenie zvierat, najhumannejsi spbsob je predavkovanie anestetikom.
Eutanaziu zvierat vykonava povereny oSetrovatel v miestnosti na to uréenej. Eutanazia (v
konkrétnych pripadoch podla planu pokusu) sa prevedie intraperitonealne podanim
thiopentabarbituratu. Bez mozZnosti zotavenia: postupy, ktoré sa celé vykonavaju v celkove;j
anestézii, po ktorej zviera nenadobudne vedomie, sa klasifikuju ako ,bez moZnosti
zotavenia®.
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Priloha ¢&. 2
Netechnické zhrnutie projektu: 2.2 /73 “aéf
Hodnotenie hemostatického uéinku rekombinantného trombinu na potkanoch.

UvoD

Vyrazné krvacanie je véZnou komplikdciou kaZdého chirurgického zdkroku.
V sti¢asnosti sa na zastavenie krvécania pouZiva podviz velkych ciev, kauterizécia
okolia rany alebo lokalne pouzitie hemostatickych liegiv. Vzhl'adom na komplikacie,
ktoré sa mdzu vyskytnat' pri prvych dvoch technikich (doCasné zastavenie prisunu
krvi pri podvéze ciev, tvorba exudatu pri kauterizacii) sa javi ako vel'mi perspektivne
pouZitie lokdlnych hemostatik. Medzi najéastej$ie pouZivané hemostatika patri
trombin. V klinickej praxi sa pouziva humanny (Evithrom) a bovinny trombin
(Thrombostat, Thrombogen) - oba pripravky viak maji tak isto obmedzujtice
neziadice ulinky. Pri poZiti huménneho trombinu je to moZné $irenie krvou
prenosnych chordb apri bovinnom trombine je to tvorba protilatok na bovinne
proteiny. V sti¢asnosti sa vel'k4 pozornost’ venuje vyvoju rekombinantného trombinu,
ktory by nemal spdsobovat’ hore uvedené komplikécie.

Rekombinantny trombin, ktory bude predmetom testovania je produkt firmy
ktory nebol z hl'adiska Gi¢innosti a bezpeénosti zatial’ testovany.

CIED
Ciefom S$tudie je hodnotenie hemostatického wGdinku troch liekovych foriem
rekombinantného trombinu na potkanoch. Experimenty buda vykonané v rdmeci

eurdpskeho projektu “Priemyselny vyskum novych liediv na baze rekombinantnych
proteinov® €. 26240220034.

TESTOVACI SYSTEM

Experimenty budi vykonané na potkanoch Wistar, samcoch (Velaz Praha) hmotnosti
250 — 300 g. Zvieratd budu ustajnené v chovnom miestnostiach exp.zverinca v
oznaCenych umelohmotnych vaniciach na hoblovancoch , $tandardna peletovana
strava MP — OS - 06 (BIOFER) a pitnd voda ad libitum. Poéas experimentu budi
mat’ zvieratd riadeny svetelny reZim - svetlo/tma -12/12 (SPP 002/53204/07).
Klimatické podmienky v chovnych priestoroch — teplota 22 + 2 ° C a rel. vlhkost’
vzduchu 45-65% st riadené klimatizanou jednotkou (SPP 013/ 53204/07).

Karanténa zvierat — 7dni (SPP 001/53204/07).

Pocas experimentu budu zvierata oznaéené na chvostoch nezmazatelnou farbou.

PREUKAZANIE SULADU S POZIADAVKAMI NAHRADENIA, OBMEDZENIA
A ZJEMNENIA

Postdenie pokusu z hladiska 3R

° Refinement — vzhladom na to, Ze v pokuse nebudu vykonané Ziadne
bolestivé zakroky, nie je potrebné pouzit’ latky zmieriiujiice bolest

° Reduction — polty zvierat vpokuse si primerané, redukované
v maximalnej miere; ich d’alie zniZenie by mohlo ovplyvnit reprodukovatelnost’
a validitu pokusu



* Replacement — po preskimani databdz TOXNE(http://toxnet.nlm.nih. gov),
ICCVAM (http://ntpsearch.niehs.nih.gov,ICCVAM Site) PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) AltTox (www.alttox.org) DrugLib
(www.druglib.com) sme nena3li zodpovedajtcu alternativinu metédu

METODA

1. Povrchové krvdcanie (v. jugularis externa)
24 hod pred pokusom sa zvieratdm odoberie strava a nech4 sa vol'ny pristup k vode.
Tesne pred pokusom sa zvieratd odvaZia a uved do narkézy — kombinacia izofluran,
N>O, kyslik. Zvieratd sa umiestnia na vyhrievani podlozku v polohe na chrbte.
Miesto na spodnej Casti krku sa vystrihd a dezinfikuje Ajatinom. Priblizne 2-3 cm rez
sa vedie stredom krku a vypreparuje sa v.jugularis. Zvieratdm sa poda jednordzovo
1.v. heparin v davke 50 UI V distalnej &asti vypreparovanej cievy sa noZnicami urobi
2mm otvor aprekryje sa tampénom obsahujlicim fyziologicky roztok, alebo
rekobinantny trombin.. Sleduje sa mnoZstvo krvi a das za ktory krvéacanie zastavi.
Predpoklada sa skratenie ¢asu krvacania a mensie mnoZstvo krvi pri pouziti tampénu
s rekombinantnym trombinom.
Zvieratd budi usmrtené vykrvenim (odber krvi zo srdca) v inhalaénej anestéze.
Odobrata krv bude pouzitd v pokusoch in vitro.

2. Hibkové krvdcanie

24 hod pred pokusom sa zvieratdm odoberie strava a nech4 sa volny pristup k vode.
Tesne pred pokusom sa zvieratd odvazia a uvedu do narkézy — kombinécia izofluran,
N2O, kyslik. Zvieratd sa umiestnia na vyhrievanti podlozku v polohe na chrbte.
Spodna Cast’ bruSnej dutiny sa vyholi a dezinfikuje ajatinom. Brugnd dutina sa otvori
po linea alba asi na 4-5cm a peceil sa opatrne vytiahne. Jeden z lalokov sa noZnicami
nastrihne v dizke 5-6mm. Dalsi postup je identicky ako pri metéde povrchového
krvécania — jednotlivym skupindm zvierat sa priklad4 na ranu tampon s fyz.roztokom
, alebo s trombinom. Tak ako v prvom pripade sleduje sa &as a mnoZstvo vytecene;j
krvi. Po zastaveni krvacania sa bru$nd dutina zatvori rana dezifikuje a zvieratd sa
vratia do  chovnych vanic. Na zmiernenie bolesti sa podd zvieratém vhodné
analgetikum. 24 hodin po zékroku sa zvieratd usmrtia cervikalnou dizlokaciou a pecen
sa vyberie na histopatologické hodnotenie hojenia rany.

3. Invitro hodnotenia zrdzanlivosti krvi
Pomocou pristroja Coagulometer CL4 sa bude hodnotit’ &as zraZania krvi:

a. Normalnej

b. S pridanim heparinu

c. S pridanim heparinu a rek.trombinu
In vitro pokusmi sa bude sledovat’ & lokalne aplikovany trombin neprechddza do
celkového systému.
Na tito Cast Stidie budli pouZité zvieratd zprvej &asti experimentu (metdda
povrchového krvdcania)

Celkovy pocet pouZitych zvierat
Metoda 1 — kontrolna skupina - 10ks



- kontrolna skupina s heparinom — 10ks
- skupiny zvierat s réznym typom liekovej formy, budu testované tri liekové
formy, ka?d4 v troch koncentracidch — 90ks
- referenény trombin v troch koncentraciach — 30ks
Metoda 2 —skupiny zvierat s roznym typom lickovej formy trombinu, budi testovand
tri liekové formy, kazda v troch koncentraciach — 90ks
- referenény trombin v troch koncentracidch — 30ks
Metdda 3 - 0 ks (budi pouZité zvieratd z metédy 1)
Celkom 260ks
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Priloha &, 2
Netechnické zhrnutie projektu: /V m .N. W \ K,w ‘!N N %

BIODISTRIBUCIA RH-TROMBINU NA POTKANOCH

CIER

Cielom $tidie je hodnotenie biodistribuicie rekombinantného Pudského trombinu (th
trombinu) a jeho liekovych foriem na potkanoch. Sledovani bude systémova
aorginovd dostupnost’ rdznych formuldcif th trombinu pousitim rédioaktivne
znadeného "*I-trombinu v modele hemostatického tginku.

Experimenty budti vykonané v rémei EU projektu “Priemyselny vyskum novych
liegiv na bize rekombinantnych proteinov® & 26240220034,

Rekombinantny trombin, kiory bude predmetom testovania je produkt firmy SCIL,
ktory nebol z hFadiska ti&innosti a bezpetnosti zatial testovany.

TESTOVACI SYSTEM

Zvierata: potkan, Wistar, samce Awmvw.coﬂmm:ﬁ.c

Zdroj: Velaz Praha, CR

Polet: podet zvierat spolu 54 ks + 6 zvierat ako rezerva (dévod: doplnenie &asového
bodu v pripade nizkeho objemu vzorky krvi pri odbere z retrobulbalneho plexu)

Pre jeden experiment = jedna formul4cia th trombinu bude 18 ks ( 6 gasovych bodov
odberov orgénov z toho 3 zvieratd na 1 asovy bod), tj. 3 formulacie (roztok,
Iyofilizat, gél) = 3 x18 = 54 kusov.

Karanténa zvierat: karanténa bude minimélne 5 dni Awwww-oo;muﬁ&.

Ustajnenic: Zvieratd  budn ustajnené v chovnom miestnostiach oddelenia
experimentilneho  zverinca v oznadenych umelohmotnych vaniciach na
hoblovancoch, abude im poddvand Standardni peletovand strava MP — 0§ - 06
(BIOFER) a pitna voda ad libitum,

Klimatické podmienky: teplota 22 + 2°C a relativna vlhkost vzduchu 45 - 65%
v chovnych priestoroch st riadend klimatizagnou jednotkou Awwm\w.ooEH.E.

Potas experimentu budii maf’ zvierats riadeny svetelny refim (svetlo/tma 12/12),
Manipulicia: Potkany pred experimentom budii rozdelené do experimentalnych
skupin, oznaené na chvoste (Ciarovym kédom I — III) a transportované do vanic
(minimdlne 3 zvieraté/Sasovy interval) opatrenych etiketou s tdajmi (&islo $tadie
a experimentalnej skupiny, nazvom liekovej formy a tasovym intervalom). Pogas
experimentu budti zvieratd oznatiené na chvostoch nezmazatelnou farbou.

Anestézia: Zvieratd pred odberom krvi budd umiestnené v exikdtore a uspané
inhaldciou dietyléteru.

Eutandzia: Eutanézia zvierat bude podl'a SPPA- 00187-AH. Pred vyberom organov
budi zvierata huménne usmrtend vykrvacanim punkciou zo srdca v cellkovej anestéze,

PREUKAZANIE SULADU S POZIADAVK AMI NAHRADENIA, OBMEDZENIA
A ZJEMNENIA

Postidenie pokusu z hfadiska 3R

° Refinement — vzhladom na to, Ze v poluse nebudi vykonané Ziadne
bolestivé zdkroky, nie je potrebné pouZit' latky zmierfiujiice bolest'

. Reduction ~— podty zvierat vpokuse si primerand, redukované
v maximélnej miere; ich d'al$ie znffenie by mohlo ovplyvnit’ reprodukovatelnost’
a validitu pokusu

* Replacement — po preskiimani databéz:
TOXNET (http://toxnet.nlm.nih.gov)
ICCVAM (http://ntpsearch.niehs.nih.sov ICCVAM Site)
PubMed (http://'www.ncbi.nlm.nih.gov)

AliTox (www alttox.orp)

DrugLib (www.dru lib.com)
sa nenaSla zodpovedajtica alternativna met6da.

METODY

1. Spésob aplikacie
PouZitad davka, priprava aplikadnej formy a spésob podania réznych formulacii rh
trombinu  a ostatné tdaje  budi upresnené po vyvoji formuldcii trombinu
a charakterizécii pouzitého radioaktivneho materidln 1557 trombim,
Bl trombin bude aplikovany ako roztok subkutinne alebo lokilne po namogeni
tampdnu resp. Spongie do pripraveného radioaktivne oznateného '*I-trombinu a pod.
ako napr. gél a priamo aplikovany na ranu zvierat’a (nastrihnutim vena Jjugularis resp,
lalolu pedene zvierat) v rovnakom modeli ako pri sledovani hemostatického uidinku,

2. Biodistriblicia '*I-tromb{nu
Experimentalne podmienky sledovania biodistribticie rh trombinu a jeho rdznych
formuldcii budi urdené po zisteni rychiosti biodostupnosti **I-trombinu v systéme
a v selektovanych organoch ako aj v mieste aplikdcie jeho formuldcii.
Obsah a koncentricia '*I-trombinu v ziskanych vzorkich budti kvantifikovand
meranim gama radioaktivity pouzitim gama spektrometra Wizard 2 (PerkinElmer).

3. Odber a spracovanie biologického materialu
Biologicky materidl bude odobraty v réznych &asovych intervaloch po aplikacii
réznych formulécii rh trombinu,
Odber krvi sa bude robif podfa SPPB-00180-BIO. Krv bude odobrata
z anestezovanych zvierat 2-krét z toho istého zvierata: z retrobulbilneho plexu a
punkeiou zo stdea, Krv po odbere bude spracovand na EDTA.plazmu,
Z usmrtenych zvierat vykrvdcanim pri odbere krvi punkciou zmyokardu budg
odobraté vitalne organy a tkanivd, ktoré budd omyté vo fyziologickom roztoku
a zvéZené (SPPA-00072-GEN) - vlhk4 hmotnost,
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prioha 2 L FA6/13-221

Netechnické zhrnutie projektu: Experimentilna infekcia laboratérnych zvierat
klieSt’ami prenaSanymi mikroorganizmami.

KlieSte maju celosvetovy vyznam ako rezervoare a prenasaée roznych patogénnych
mikroorganizmov (virusy, baktérie, prvoky), ktoré vyvolavaji zavazné ochorenia l'udi

a zvierat, akymi su klie$t'ova encefalitida, lymska borelioza, rickettsidézy, anaplazmoza.

V Eurdpe je najvyznamnej$im prenasa¢om patogénnych mikroorganizmov klie$t’ Ixodes
ricinus. Stadium cirkulcie klie§tami prenaganych patogénov medzi kliestami a hostiteI'mi je
mozné jedine na in vivo systémoch a zahriiuje sledovanie nakazy hostitel'a (stavovec) a
nakazy klie§tov patogénmi v réznych vyvinovych $tadiach, ako aj ich transstadidlneho
prenosu. NeoddeliteInou stcast'ou Zivota kliestov je cicanie krvi teplokrvnych Zivo&ichov,
pocas ktorého klieSte vyluéuja do hostitel'ov prostrednictvom slin aj patogénne
mikroorganizmy a zarover sa nakazia patogénmi spolu s prijatou krvou infikovanych zvierat.

Predlozeny projekt pokusu je sti€ast’'ou rieSenia medzinarodného a doméceho projektu
a je zamerany na:

1/ Sledovanie interakcie borélii a rickettsii v infikovanych klie$toch a vplyvu
koinfekcie na prenos ndkazy do hostitel'ov, jej horizontalny prenos do d’alsich kliest'ov ako aj
jej vertikalny prenos v populécii kliestov s ciel'om rozsirit’ poznatky o udrziavani nakaz
v prirodnych ohniskach.

2/ Vypracovanie modelu experimentalnej infekcie vyndrajicim sa patogénom
Anaplasma phagocytophilum s pouZitim laboratornej mysi, eurdpskych izolatov baktérie
a klieSt'a Ixodes ricinus s cielom roz8irit’ poznatky o tlohe hlodavcov pri cirkulécii roznych
kmenov 4. phagocytophilum a o epidemiologii anaplazmoézy v Eurdpe.

Vyplyvajtc z ektoparazitického spoésobu zivota klie§t'ov a nutnosti sledovat’ cirkulaciu
kliestami prenaSanych mikroorganizmov medzi klie§t’ami a teplokrvnymi Zivo¢ichmi za
uCelom Studia mechanizmov prenosu tychto mikroorganizmov, ich diseminécie v nakazenych
zivocichov a patogenézy, pre dany druh pokusov neexistujui in vitro systémy, ktoré by
nahradili pouzitie laboratdrnych zvierat. Vzhl'adom na nevyhnutnost’ pouzitia laboratornych
zvierat sa v projekte sleduje a uplatituje najnovsia legislativa v stvislosti so smernicami o
pouziti zvierat na vedecké ucely, ktort uzakonil Eurdpsky parlament vo forme revidovanej
smernice 2010/63/EU o zvieratach pouzivanych na vedecké ucely, ktora nadobudla u¢innost’
1. Januara 2013, ako aj Nariadenie V1ady Slovenskej republiky zo 14. novembra 2012,
ktorym sa ustanovuji poziadavky na ochranu zvierat pouzivanych na vedecké éely alebo
vzdelavacie tcely (Zbierka zdkonov €. 377/2012) a Vyhlaska 436 Ministerstva
podohospodarstva a rozvoja vidieka Slovenskej republiky zo 14. decembra 2012, ktorou sa
ustanovuju podrobnosti o poziadavkach na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké ucely
alebo vzdeldvacie ucely. Nové pravne predpisy prisne dbaji na dodrZiavania pravidiel troch
Rs (replacement, reduction, refinement) (t.j. nahradenie, obmedzenie a zmiernenie testov na
zvieratach), t.J. aby sa minimalizoval podet zvierat pouzivanych na pokusy a aby sa vzdy, ked’
je to moZné, vyuZzivali alternativne metddy, a aby sa v pripade ked’ nie je mozné pouzit’
alternativne metddy, zlepsili a zjemnili metody v postupoch pri ktorych sa odstrani alebo
obmedzi na najniz8iu mieru bolest’, utrpenie, strach alebo trvalé poskodenie zvierat.

V projekte sa ako modelovy druh pouziva my$§ laboratorna. Maximalny pocet zvierat,
ktoré sa v pokusoch pouZziji za 36 mesiacov. je 490 ks Balb/c a 310 ks C3H/N mysi
(samic¢ky). Pouzitie dvoch kmeriov mysi je zdovodneny tym, Ze mys$i Balb/c sa povazuju vo
vSeobecnosti za menej nachylné na infekciu klie$tami prena§anymi baktériami, hoci mézu



sluzit’ ako rezervodre infekcie pre klieste, kym mysi C3H/N st na infekciu nachylnejsie a su
vhodné pre sledovanie patologickych zmien vyvolanych nakazou.

V tdajoch o planovanych poétoch zvierat je zahrnuty aj podet potrebny pre
opakovanie niektorych pokusov. Opakovania pokusov sa viak obmedzia na nevyhnutné
minimum a budu sluZit' vyluéne pre overenie spornych vysledkov a objektivne $tatistické
vyhodnotenia experimentov.

Laboratorne zvieratd budd pocas celého pokusu chované za $tandardnych podmienok
podla platnej normy EU, pricom sa budu respektovat’ zdkladné etické principy poZzadované
pri zaobchddzani s pokusnymi zvieratami. V stlade s 3Rs zdsadami sa pocas celého pokusu
budit dodrZovat’ postupy maximalne zjemiujiice pokus. Pre laboratérne mysi budu pocas
pokusov vytvorené dobré Zivotné podmienky, obmedzi sa ich bolest’, utrpenie, ako aj
pripadna trvald ujmu na minimum. Nakolko budu my§i nakazené klie§tami prenosnymi
baktériami europskeho povodu, ktoré sa vyskytuju v nasej prirode, je predpoklad, Ze priebeh
infekcie pre mysi nebude zat'aZujlici a mortalita suvisiaca s infekciami bude minimalna alebo
Ziadna. Pouzité klieSte budu pochadzat’ z laboratérneho chovu a pri ich aplikacii na zvierata sa
pouziju metodiky pouzité v experimentoch s klie§tami, ktoré st opisané v mnohych
publikdciach, napr.: Bouchard K.R. & Wikel S.K. 2005: Care, maintenance and
experimental infestation of ticks in the laboratory setting. In: Marquardt W.G. et al. (eds),
Biology of disease vectors, Elsevier).

Barthold, S.W., Beck, D.S., Hansen, G.M. a kol. 1990. Lyme borreliosis in selected strains
and ages of laboratory mice. J. Infect. Dis. 162 : 133-138.

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratam podany pripravok na zniZenie bolesti.
Ani v jednom $tadiu pokusu nebudi mat’ zvieratd obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun
potravy a vody. Na konci experimentov budti zvieratd humanne usmrtené. Ich organy budu
vypreparované a posluzia na potvrdenie ndkazy mikroorganizmami a sledovanie disemindcie
mikroorganizmov do réznych organov.

Vychddzajuc z klasifikdcie krutosti postupov postupy, ktoré sa budd vykonavat na
zvieratach v planovanych pokusoch, je mozné zaradit’ do kategérie ,,slabé.

Kazdodenn starostlivost’ o zvierata v pokusoch bude vykonavat’ koleny personél -
pracovnici pokusného zariadenia.

Nakol'ko st pokusy planované v ramei predloZeného projektu dasovo obmedzené na
trvanie vyskumnych tloh, nie je potrebné jeho spétné postdenie.



Priloha¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu:
Ndzov projektu:

In vivo sledovanie expresie cytokinov, mucinového génu a imunopatologickych zmien
v éreve akrvi kuréiat pri akutnej faze infekcie so Salmonella enterica po preventivnej
aplikécii Enterococcus faecium AL41

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: ,,Z ¥.3C7//3 - vé:f,/

Kltiéové slova v projekte ( max 5 slov): kurca, cytokiny, Enterococcus faecium AL 41, salmonela

Ugel projektu”: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regula¢né metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/20052.z.)
Ochrana ¥ivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie
zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalsieho pouzivania
v postupoch
Ak je iny Ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:
(napr. nie su este vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hladiska vedy, z klinického
hladiska)

V predkladanom projekte bude ukuréiat in vivo testovany preventivny u€inok novo
izolovaného environmentélneho probiotického kmeia Enterococcus faecium AL41 na akutnu
fazu infekcie so Salmonella enterica. Overovanie prospenosti probiotického kmena
v interakeii so salmonelou bude zamerané na zistovanie imunologickych, morfologickych a
mikrobiologickych parametrov. Determinované zmeny budu zistované v krvi, slezine, ceku
atruse metédami  polymerazovej reakcie  (RT-PCR), prietokovej  cytometrie,
spektrofotometrie, histologie, imunohistochémie a bakteriologie. Testovanie tohto kmefia in
vitro  bolo vykonané apreukédzalo pozitivny vplyv na produkciu  cytokinov
imunokompetentnymi bunkami izolovanymi z krvi kurciat. Potvrdenie U¢innosti ovplyvnenia
produkcie cytokinov po aplikdcii tohto kmena je potrebné overit' aj in vivo v infekénych
podmienkach, kedy vynikne jeho imunomodulacny udinok.



Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, fudstvo, zvierata)

Predpokladany prinos bude spocivat’ v ziskani poznatkov vplyvu daného
probiotického kmeita na imunitny stav kuréiat bez infekcie, aj po infekcii salmonelou.
V budicnosti by tieto poznatky mohli byt vyuZité na vyvoj liegebného pripravku pri prevencii
salmonelézy pripadne na podporu rastu kurciat ako nahrada v suGasnosti zakazanych
antibiotickych preparatov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné pocty:

Do pokusu bude zaradenych 220 kusov jednodhovych brojlerovych kuréiat hybridu COBB
500, zmiesaného pohlavia, rozdelenych do 4 skupin (n=55).

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

Pocas sledovaného obdobia nebude branené kuréatdm v prirodzenom spravani, budu dodrZzané
Standardy umiestnenia, chovu a starostlivosti, vyrusovanie bude obmedzené iba na aplikaciu
probiotického a infekéného kmetia bakterii, dosledne bude monitorovany zdravotny stav
zvierat.

Predpokladana tiroven krutosti:

Nakolko ide o §tidiu na zistenie rozsahu davky s akutnym téinkom, je navrhovana ,,stredna
kategoria krutosti‘.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(zd6vodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preto sa nemdZe poufit alternativna metdda
bez pouZitia zvierat)

7 dovodu sledovania interakci{ v organizme je pouZitie Zivych zvierat nevyhnutné.
Potas salmonelovej infekcie dochddza k zmenam v periférnej krvi, parenchymatoznych
orgénoch aj na &revach, preto nie je mozné vykonat pokus alternativiiym spdsobom Vv in vitro
podmienkach, kedy st sledované iba jednotlivé systémy alebo dokonca iba niektoré bunky.
Taktiez aplikacia probiotického kmefia v siéinnosti so salmonelovou infekciou vedie
k zmenAm parametrov v periférnej krvi a éreve, preto je potrebné zaradit’ testovanie na Zivych
zvieratach.

2. Redukcia poCtu zvierat:

(zdévodnenie poufZitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
%e sa pouZil minimdlny moiny polet zvierat)

Do pokusu bude zaradenych 220 ks kur¢iat, bude vykonanych 5. odberov, pre kazdy
odber a skupinu najmensi pocet, na ktorom je mozné robit’ relevantné $tatistické vyhodnotenie
a nasledné publikovanie v karentovych ¢asopisoch. Pri vagsich odberoch je pouZitie viacerych
zvierat nevyhnutné, pretoze budu vykondvané viaceré metody, a organy u kuréiat vo veku do
2 tyzditov, potas ktorych pokus bude trvat’, su velmi malé.
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3. Zjemnenie:

(Vysvetlit vyber pouzitych druhov zvierat, zdévodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spbsobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedeckeé ciele projektu)

Do pokusu budu zaradené jednodfiové kuréatd a infekcia bude vykonana na 4. dent
ztoho dévodu, ze so stipajicim vekom sa zvy$uje rezistencia kuréiat na salmonelovii
infekciu. Salmoneléza spdsobuje klinické priznaky ukurgiat iba pri vySSich davkach
a invazivnej§ich kmenoch. V nagom pripade ide o vy3§iu davku, avak malo invazivny kmen,
ktory sa klinicky mdze prejavit’ iba slabou hnackou, ale moZze indukovat’ zmeny detegované
genetickymi, histologickymi, imunologickymi a bakteriologickymi metddami.

V pripade vyskytu priznakov budi choré zvieratd prednostne pouZité na odber
biologickych vzoriek. Zvierata nebudu opitovne zaradené do pokusu, pretoZze vsetky budu
usmrtené a pouZité na odber vzoriek biologického materialu.

Na zvieratich sa nebudd vykonavat zékroky, ktoré by boli bolestive, alebo si
vyzadovali anestézu.

V priebehu pokusu bude zvieratdm venovand Standardnd veterindrna starostlivost’.
Kontrola bude vykondvand veterinarnym lekdrom, zodpovednym za starostlivost’ o zvierata.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: @(} nie
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Ciel projektu

Ciefom projektu je najst liegivo s vhodnou obmenou truktury potencialnych
hybridnych beta- blokatorov (BB) s antihypertenznym a antidysrytmickym &inkom, s
vy$¥ou kardioselektivitou a so sulasnou al-adrenolytickou aktivitou vyvolévajiicou
vazodilataciu, Hlavnym ciefom tohto projektu je definovat’ zakladny farmakologicky profil
styroch originalnych fenylkarbamatovych zligenin s inkorporovanym N-fenylpiperazinom,

zosyntetizovanych na Katedre farmaceutickej chémie Farmaceutickej fakulty UK.

O¢akdvany prines a ujma

Na zéklade ziskanych vysledkov by sme mohli prispiet’ k objaveniu vhodnej liecby
dysrytmii, hypertenzie &i ischemickej choroby srdca. V pripade priaznivych vysledkov by
tieto latky mohli byt zaradené do d’alsej fazy Stadii smerujiicich k ich vyuZitiu v huménnej
medicine a k zabraneniu prechodu z hypetrofovaného do zlyhavajiiceho myokardu
a komplikaciami s tym spojenymi.

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa budi hodnotit’ fyziologicke, patologické
parametre a vhodnost’ terapie, je potrebne, aby sa experimenty vykonali ,,in vivo" na celom
zvierati, popripade na izolovanom organe (aorta, srdce). Ked?e ide ohodnotenie t¢inku
potencialnych liediv, je potrebné aby sa aplikovali aspoit 1 mesiac. V nafom experimente sa
budit latky aplikovat SHR zvieratam subkutanne. Pri tejto aplikacii budi zvierata pocitovat
kratkodobu slabt bolest, ktora viak, vo vyznamnej miere nebude nari$at’ pohodu ani celkovy
stav zvierat. Experimenty na Wistar zvieratdch budi vykonavané v hlbokej anetstéze, pri
ktorej zvierata nebudi pocitovat’ Ziadnu bolest spojenti s vykonavanim pokusu. Za dostatoSni
anestézu, budeme povaZovat stav, ked’ po stladeni zadnej labky (“toe pinch™) neddjde k jej

reflexnému stiahnutiu. Po skondeni pokusu, zviera nenadobudne vedomie.

Pocet a typ zvierat

Potkany, samce rodu Wistar 96
Potkany, samce rodu SHR 58

V predkladanom projekte sa preukizala poZiadavka siiladu zisad 3R
Replacement

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa budi hodnotit’ fyziologicke, patologické
parametre a vhodnost’ terapie, je Ziaduce aby sa experimenty vykonali ,,in vivo"” na celom
zvierati namiesto bunkovych kultir. Podobne pogitadové simulicie nie su v tomto pripade

vhodnym alternativnym spdsobom.

Reduction

V experimentoch bude pouity minimalny poet experimentalnych zvierat potrebny
pre Statistické vyhodnotenie pouitim ANOVA testu a Studentovho t-testu pre analyzy
tykajiice sa vyhodnotenia vhodnosti zvolenej terapie a sledovania rozdielov v jednotlivych
skupinach zvierat vo vztahu ku zvolene;j lie¢be. Bude pouZivana iba jedna kontrolna skupina
a zvierata budi objednavané v rovnakom Sasovom intervale, aby sa predislo seznnym
zmenam a potrebe d'alSich opakovani. TaktieZ homogénne geneticky rovnake skupiny zvierat

budii zahrnuté v experimentoch.

Refinement

Vysledky jednotlivych &asti $tiidie budii pribeZne vyhodnocované a v pripade zistenia
nevhodnych neo&akavanych udalosti bude experiment ukondeny a nasledne predloZeny novy

projekt tak aby sa znizil poet pouzivanych zvierat.

Predkladany projekt nepodlieha spatnému postideniu.



Priloha ¢.2
Netechnické zhrnutie projekiu
Ndzov projektu:
Tvorba a vyvoj diagnostického postupu pri lietbe traumou poSkodenej miechy.

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 27 2/ 73 ~224

KI'GEové slové v projekte ( max 5 slov): trauma miechy, minipig, neuroprotektivne
latky

Uéel projektu*:

Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regula&né metody s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)

Ochrana #ivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare I'udi alebo zvierat

Ochrana druhov )
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alieho pouZivania v postupoch

Opisat’ ciele projektu:

Zadefinovanie terapeutického w&inku lokalnej perfiizie miechy a lokélneho miechového
podchladenia v obdobi, ked’ sa s terapiou zatne 12-18 hodin po traze miechy, t.j. v ¢asovom
tiseku, ktory zodpoveda klinicky moZnej intervencii po prevoze pacientov na traumatologické
resp. neurochirurgické jednotky. Po zadefinovani terapeutického uéinku u miniprasiat, mdzZe
byt tento terapeuticky postup adaptovany na klinické pouZitie u huménnych pacientov s
pouzitim preplachovacich médii a terapeutickych komponentov (rastové faktory). Rovnako sa
zadefinuje vyuZitie derivatov pluripotentnych buniek.

Prinos z vykonaného projektu:

= Zavedenie a vyuZitie derivatov pluripotentnych buniek (indukované pluripotentné kmenioveé
bunky) do klinickej praxe, ktoré bude eliminovat' potrebu imunosupresivnej terapie
(autologne bunkové transplantity), a bude predstavovat’ vyuZivanie najmodernej3ej
technologie v oblasti bunkovej terapie neurodegenerativnych chordb v regidne.

= Po uspesnom zavedeni mdZe byt technolégia expandovand do inych regionov, alebo
centralizovan4 s ponukou vytvorenia bunkovej banky indukovanych pluripotentnych buniek.

« Jedinetnost’ tejto technologie mdZe tymto spdsobom priamo prispiet’ k rozvoju dalsich
pododvetvi v regione, vratane produkcie kultivadnych médii, rastovych faktorov a k
vytvoreniu centier, produkujicich tieto bunkové derivaty na urovni GLP (good laboratory
practice), s ciefom ich vyuZitia v huménnej klinickej praxi.



Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné pocty:

V postupe budt pouZité 4 mesaéné minipig (Gottingen-Minesota) samidieho pohlavia. Bude pouzitych
(max. 20ks zvierat).

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

Kompresia lumbalnej miechy bude uskutonend z jej dorzalnej strany, ale tlak na miechu
vyvold poskodenie, ktoré sa roziiri aj do okolia. Porusia sa zékladné motorické
(proprioceptivne, t.j. myotatické) reflexy, ktoré zabezpeduju stalu adaptaciu dizky svalu na
pohyb, dale] polysynaptickeé reflexy, ktoré ukonéuju kontrakcie vyvolane napinacim reflexom
a exteroceptivne reflexy, ktoré sa vybavuju drdzdenim receptorov uloZenych predovietkym v
koZi a su plurisegmentové. Tieto reflexy budu zachované po traumatickom poskodeni
lumbalnej miechy iba iastocne.

Predpokiadand (rovei krutosti:

Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikéciu krutosti postupu oznatit ako
stredni / bez moZnosti zotavenia.

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Pokus nie je moZné vykonat alternativnym spdsobom, pretoZe sa jedna o finalne testovanie
fyziologickych a patofyziologickych i¢inkov. Spdsob terapie zahriiajci pripravu Pudskych
neuralnych prekurzorov z izolovanych fibroblastov a nasledné vyuzitie tychto bunkovych linii
na transplantaciu do traumou poskodenej miechy, nie je mozné uskuto&nit alternativnym
spbsobom bez pouZitia zvierat.

2. Redukcia poétu zvierat:

Potet zvierat 20ks bolo stanovené vzhladom k tomu, Ze sa jedna o technicky nové rieSenie a
&ast experimentov bude prirodzene nehodnotitelnych. Budu zostavene a testované 3 skupiny
po 6 zvierat, €o je minimalny podet zvierat pre Statistické vyhodnotenie a nasledné mozné
opublikovanie detegovanych zmien. Dve zvieratd tvoria skupinu zéloznych zvierat.

3. Zjemnenie:

Vietky zakroky, ktoré budu na svieratdch realizovani, budu vykondvané pod celkovou
anestéziou, t.j. nebudu pre zvierata bolestivé.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schval'ovaniu: 4no nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Néiov projektu

Fermentované biokrmivi obohatené o polynenasftené mastné kyseliny a pigmenty a ich
vplyv na produkéné ukazovatele, zdravotny stav hydiny a kvalitu hydinového misa
(VEGA 1/0457/14)

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 30 (70///3 - 9224

Kridové slovd (max. 5 slov): vykrm kuriat, biokrmivo, polosuché kultivacie,

polynenasytené mastné kyseliny, kvalita masa

Ukel projektu*: Zakladny vyskum
‘ Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulacné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Tudi alebo
zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich & al§ieho

pouzivania v postupoch

Opisat’ ciele projektu

Zakladnymi ciel'mi projektu bude:

1. Fermenticion niz8ich vlaknitych hib (Mortierela, Thamnidium a Mucor), na
potravindrskych odpadoch pripravit’ biokrmiva obohatené o PNMK (kys. gamalinolénova -
GLA, eikozapentaénova - EPA, dihomo-gamalinolénova - DGLA) a pigmenty (zdroj
karotenoidov). ‘

2. V in vivo podmienkach na zvieratach skrmovanim fementovaného biokrmiva v réznych
koncentraciach (5 — 10 %) brojlerovym kurdatam  sledovat vplyv podavania

vyprodukovaného biokrmiva na zloZenie mastnych kyselin produkovaného misa.



3. V in vivo podmienkach na zvieratach sledovat’ vplyv podavania biokrmiva na klinicky stav
a produk¢né parametre hydiny.

4. V in vivo podmienkach na zvieratach sledovat’ vplyv podévania biokrmiva na imunitny
systém hydiny.

5. Sledovat’ vplyv podavaného biokrmiva na oxidadni stabilitu produkovaného hydinového
masa pocas skladovania v mraznike a chladnicke.

6. Sledovat’ vplyv podavaného bickrmiva na histologické a chemické zmeny vo svalovine
hydiny.

7. Zhodnotit’ vplyv pridanych biokrmiv na kvalitu produkovanych tepelne opracovanych
hydinovych vyrobkov (obsah mastnych kyselin, oxida&na stabilita).

8. Vykonat’ organoleptické hodnotenie produkovaného misa a misovych vyrobkov.

9. Na ziklade ziskanych vysledkov jednotlivych pokusov vybrat' zloZenim optimalne
biokrmivo, ako aj podivané mnoZstvo do kfmnej davky na dosiahnutie optimalneho zvySenia
mno¥stva vyznamnych mastnych kyselin v mise hydiny a zlepenia produkénych
ukazovatelov. Zvysenie podielu polynenasytenych mastnych kyselin nesmie byt’ sprevadzané

zmenou oxidadnej stability alebo senzorickych a technologickych vlastnosti mésa.

Prinos z vykonaného projektu

Predpokladany prinos bude spodivat’ vo vyuziti potravinarskych odpadov vo vyZzive hydiny.
Fermentéaciou niz8ich mikroskopickych viaknitych b na odpadoch sa ziska krmivo, ktoré je
bohaté na polynenasytené mastné kyseliny a pigmenty. Skrmovanim takto pripraveného
biokrmiva hydine ziskame nové poznatky vplyvu tohto krmiva na produkéné parametre,
zdravotny stav a biochemicke parametre krvi hydiny. Vyznamny prinos bude aj v ziskani
poznatkov pouZitia biokrmiv vo vykrme hydiny na kvalitu produkovaného misa, hlavne na
zlozenie mastnych kyselin tukov masa. Vyrazne vy§si podiel vyznamnych mastnych kyselin
v biokrmive by mal mat’ vplyv aj na zvy3enie podielu tychto kyselin v mise, &o by malo mat’

priaznivy vplyv na zdravie konzumentov.

Druhy pouZitych zvierat

V jednotlivych experimentoch budi pouzité jednodiiové kur&ata brojlerového komer&ného
hybrida Cobb 500 saméicho aj samidicho pohlavia. V jednom experimente bude pouzitych
120 kusov kurdiat rozdelenych do troch skupin (3 x 40 ks). Polas celého pokusu bude do

experimentov zaradenych 360 kusov kurdéiat.

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

Pogas sledovaného obdobia zvieratim nebude zabranené v prirodzenom spravani, vratane
obmedzenia §tandardov na umiestnenie, chov a starostlivost a nebude im vo vyznamnej miere

narti$ana pohoda ani celkovy stav.

Predpokladani tiroveii krutosti:
Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme Klasifikaciu krutosti postupu oznadit’ ako

I

,slabi™.

Uplatiiovanie zésad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Postup nie je moZné vykonat' alternativnym spésobom, pretoZe sa jedna o finalne testovanie
fyziologickych a patofyziologickych aginkov (mechanizmu Uginku biokrmiv) na
makroorganizmus. Sugasne sa jedna o $tadium vplyvu biokrmiv z hPadiska Klinickych,
imunologickych a biochemickych parametrov hydiny ako aj chemického zlozenia a kvality
produkovaného mésa. Jedna sa o interakciu organizmu a biokrmiva, o nie je moZné

uskutonit’ v in vitro podmienkach.

2. Redukcia podtu zvierat:

V postupe bude pouzitych 120 kusov jednodiiovych brojlerovych kuréiat , rozdelenych do 2
pokusnych skupin (2 x 40 kurdiat) ajednej kontrolnej skupiny (1 x 40 kurdiat). V ramci
kazdej skupiny sa uskutoni vazenie kurdiat ma 1., 14, 21. 28 a35. deii vykmu. Pre
gtatistické vyhodnotenie konven&ného experimentu je postadujuce zastiipenie zvierat v jednej
skupine. Podty kusov kurdiat v skupine .(40 ks) povazujeme za dolnd hranicu pri
pozorovaniach tohto druhu, aby vysledky pozorovani mohli byt doporucené aj pre pouzitie
v praxi.

3. Zjemnenie:

V experimentoch budi pouzité jednodiiové kurdata samdieho aj samiieho pohlavia, ktoré sit
2 hladiska stidia poZzadovanych parametrov najidealnejsim modelovym zvierafom, a v plnej
miere spiiiaji charakter pilotnych studii pri sledovani vplyvu aplikovanych biokrmiv na

produkéné ukazovatele a zdravotny stav kurgiat ako aj kvalitu produkovaného hydinového

10



misa. Na zvieratich sa nebudi vykonavat' zékroky, ktoré by boli bolestivé, alebo si vyZaduju

anestéziu.

Projekt bude podliehat’ opitovaému schval’ovaniu: dno nie
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Priloha & 4 L) 440/4}“;@24

Netechnické zhrnutie projektu podla §35 ods. 2 pism. b) a §40 nariadenia vlady SR &.
377/2012

Nézov projektu: Farmakologicka modulicia frekvencie kmitania cilii respiraéného
epitelu

Predkladatel’: &5

Mukocilidrny aparat respiraéného epitelu zohrava doleziti ulohu v oéistovani
dychacich ciest od nadmerného mnoZstva hlienu a inych patogénov. Mukocilidrny
transport (MCT) je jednym zhlavnych, vrodenych obrannych a nereflexnych
mechanizmov, ktory chrani pluca od $kodlivych vplyvov inhalaénych polutantov,
alergénov a patogénov. Za jeho téinnost’ je zodpovedny mukocilidrny aparat, zloZeny
z troch funkénych kompartmentov: cilii, ochrannej vrstvy hlienu a tekutej vrstvy povrchu
DC. Za fyziologickych podmienok ich vzdjomnou spolupracou dochadza k udinnému
odstrafiovaniu cudzorodych ¢astic a nadmerného mnoZstva hlienu z pric.

Spomalenie pohybu cilii vedie k stagnicii hlienu v dychacich cestach,
sekundarnym infekcidm, ¢o si vyZaduje d’al$iu terapiu. Dysfunkcia MCT bola potvrdena
v priebehu akttnych, ako aj chronickych ochoreni dychacieho systému. Méze sa tykat’
samotnych riasiniek v désledku zmien vo frekvencii a koordinacie ich kmitania,

Zmeny frekvencie kmitania cilii boli potvrdené v priebehu virusovych,
bakterialnych infekcii respiraéného traktu, ako aj tazkého stupfia bronchidlnej astmy.
Klinické symptémy tychto respiraénych ochoreni sii spojené najmid so suchym/
produktivnym kaslom, stazenym dychanim, alebo piskanim na hrudniku v désledku
pritomnosti bronchidlnej hyperreaktivity a/alebo nadmernej sekrécie viskézneho hlienu.
Ich zmiernenie, alebo Uplné odstrinenie méZeme v klinickej praxi docielit’ lie¢bou
expektoranciami, antitusikami a antiastmatikami. Niektoré latky zo spomenutych skupin
potvrdili v experimentalnych a klinickych $tadiach, Ze dokazu pdsobit’ na Grovni DC

moduléciou obrannych reflexov



forach v ramci diskusii alebo v oponentskych posudkoch publikovan;’/ch ¢lankov. Pokusy
s pripravené tak, aby sa maximdlne vyliéil strach, zbyto&na bolest a utrpenie pokusnych
zvierat a aby boli zvierata vyuZité humanne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych
poznatkov prispievajiicich k uéelnej farmakoterapii. Riesitelia preto povazujii navrhované

metédy za vhodné aj pre realizaciu predkladaného projektu.
Pri realizacii pokusov sa budeme snaZit’ dodrZiavat’ vieobecné zasady 3R:
- nahradenie, zniZenie a zjemnenie (Replace, Reduce a Refine).

Nahradenie — v experimentoch pouZijeme na sledovanie zmien reaktivity dychacich ciest
a frekvencie cilif metédu in vitro. Na rozdiel od metédy in vivo sledujeme reaktivitu
hladkych svalov dychacich ciest akinetiku cilii respiraéného epitelu na preparatoch
pripravenych zo zvierat'a usmrteného huméannym spdsobom a nevystavujeme tak zviera
priamemu pOsobeniu latok a bronchokonstrikénych mediatorov. Okrem toho ndm tato
metdda umoZni pripravit' viac preparatov ztrachey, &im bude moZné pouZit menej

zvierat.

ZniZenie - na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme namiesto 10 len 8 zvierat v kazdej
skupine, o povaZujeme za optimalny polet tak z hl'adiska reprodukovatelnosti ako aj
ziskania nevyhnutnych ddajov aobjektivne hodnotitelnych vysledkov. Men§i podet
zvierat by mohol spdsobit’ vyraznejdie pdsobenie interindividudlnych rozdielov

s moznost'ou spochybnenia objektivnosti vysledkov..

Zjemnenie (Refinement) — met6du in vitro povaZujeme pri tomto type pokusu za vhodnt
ztoho dovodu, Ze zviera nevystavujeme priamo posobeniu sledovanych latok

a mediétorov, ktoré by mohli spdsobit’ zvierat'u za ur&itych podmienok dyskomfort.

Projekt nevyZaduje spdtné posiidenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).
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Prioha & 5 3122/713 AL Y

Netechnické zhrhutie projektu podla § 35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia

Nazov projektu: Nové stratégie v lie€be akiitneho poskodenia plic

a) Informicie o ciel'och projektu:

Cielom projektu je overit hypotézu, e vhodny spdsob ventilaénej a farmakologickej
intervencie zlep3f plicne funkcie a zmierni zapal a dysfunkciu plicneho surfaktanty pri
akatnom poskodeni plc.

Experimentélny model akiitneho poskodenia plic (ALI/ARDS) vytvorime opakovanym
lavdZovanim pluc experimentdlnych zvierat — dospelych kralikov — fyziologickym

povrchového napitia v alveolach, prenikanie tekutiny do alveol, plticny edém a zapal.
Tento model ALI/ARDS je  vSeobecne akceptovany apouZivany v radmci
experimentalneho testovania Gidinnosti rdznych druhov lie€by ALI/ARDS (26-29).

Cielom dalgich etap projektu bude zhodnotit ucinky viacerych druhov farmakologickej

lie€by na respiragné parametre, plicny edém, plucnu vazokonstrikciu, apoptézu a zapal.
V druhej etape projektu porovndme efekt klasickych syntetickych glukokortikoidov so

s klasickymi glukokortikoidmi a inhalovanym oxidom dusnatym, pripadne inym
donorom NO. Vo Stvrtej etape projektu porovname Géinky neselektivnych a selektivnych
inhibitorov fosfodiestersz.

Uéinky jednotlivych druhov lieby budeme hodnotit pocas 5 hodin od vytvorenia modely
ALI/ARDS.

Rozdiely v t¢innosti jednotli ych typov liedby posiidime na zaklade:

¢ krvnych plynov a inych respiraénych parametrov (indexov oxygenacie a

ventildcie, poddajnosti plic, pravo-Tavych pracnych skratov)

zmien celkového a diferenciglneho poctu leukocytov v krvi a BAL tekutine

povrchovych vlastnosti BAL tekutiny zistenych pomocou surfaktometra

stanovenia stupfia plticneho edémuy (wet-dry ratio)

markerov  zdpalu a oxida¢ného stresu vkrvi, BAL a homogenate pluc

biochemickymi metddami (ELISA, rtPCR, Western-blot)

* hodnotenia apoptozy buniek vBAL tekutine g plicnom tkanive réznymi
metddami

* histologického hodnotenia poskodenia plticneho parenchymu umelou placnouy
ventilaciou

e o ¢ o
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® zmeny in vitro reaktivity dychacich ciest na bronchokonstrikéné medidtory

e analyzy moZnych neZiaducich uéinkov lietby na kardiovaskulérne parametre (tlak
krvi, frekvencia srdca, variabilita frekvencie srdca) a markery poskodenia
organizmu (aldosterén, AST, ALT, GGT atd’.) v korelacii s hladinami liediv v
plazme (analyza HPLC/hmotnostnym spektrofotometrom).

Predpokladany prinos projektu:

Dynamika postupne sa rozvijajiceho zapalu pri ALI/ARDS mé4 vyrazny vplyv nielen na
plicne parametre pacienta, ale aj na jeho dalsiu prognoézu. Vo vSeobecnosti plati, Ze &im
skor sa pod4 cielena protizdpalova liecba, tym lepsi efekt je moZné pozorovat na
placnych funkcidch pacienta. Jednym z prinosov nasho projektu bude zhodnotenie
dynamiky zmien prebiehajiicich vakitnej faze po vytvoreni modelu ALI/ARDS a
postidenie bezprostrednych G&inkov podanej lietby na zaklade priebezného
monitorovania respiraénych a zépalovych parametrov. Nakolko doteraz nie je tplne
objasneny podiel apoptézy na procesoch poSkodenia plic pri ALI/ARDS, v projekte
budeme hodnotit’ aj apoptotické zmeny v placach viacerymi dostupnymi metodikami.
Vysledky $tudii z nedavnych rokov ukézali, 7e zakladom kauzélnej lie¢by by mala byt
Setrnd umela plicna ventildcia vhodne doplnena o latky s protizapalovym, antioxidaénym
a antiedematéznym a&inkom. Nagou snahou bude porovnat’ t€innost’ jednotlivych typov
umelej plicnej ventilacie (CMV, VFOV, VFETV) na krvné plyny a ostatné parametre
placnych funkeii, pri¢om predpokladame, e Zetrné (vysokofrekvenéné) spdsoby
ventilacie budi viest’ k efektivnej$ej ventilacii a mengiemu poskodeniu plicneho tkaniva
ako CMV.

V daldej fdze projektu sa zameriame na hodnotenie efektu glukokortikoidov a PDE
inhibitorov, ktoré maji v sebe velky potencidl pre priaznivé ovplyvnenie priebehu
ALI/ARDS. VzhPadom na vyrazné neZiaduce tcinky klasickych glukokortikoidov
aneselektivnych PDE inhibitorov zaroveti oCakavame, Z7e by nové spdsoby
farmakologického ovplyvnenia glukokortikoidovych receptorov ako aj pouzitie
selektivnych PDE inhibitorov mohli predstavovat’ vhodnti alternativu lie€by, ale
s cielenej$im efektom a men$im vyskytom neZiaducich Giinkov. SPubnym moéZe byt aj
podanie nitro-steroidov, u ktorych sa predpoklada vyrazny protizapalovy a vazodilataény
uginok. Kedze farmakologické interakcie tychto latok su zatial velmi maélo znéme,
cennym prinosom tohto projektu bude objasnenie ich uginkov v podmienkach
ALIVARDS. Zpohladu klinickej aplikacie su tieto poznatky jedine¢né amozu
predstavovat’ prelom v zauZivanych terapeutickych intervenciach.

Prinosom projektu bude aj objektivne posudenie moznych neZiaducich u¢inkov zvolene;
ventilatnej a farmakologickej lie¢by na kardiovaskuldrne parametre (tlak krvi, frekvenciu
srdca, variabilitu frekvencie srdca), ktoré budu analyzované pouZitim najnovsich
matematickych metod, doteraz neaplikovanych v experimentalnom vyskume.
Predpokladame, Ze exaktne mierené protizdpalové a ventilaéné intervencie zZvysia
efektivitu liesby ALI/ARDS. Sledovanie tué&innosti lietby na viacerych urovniach
poskytne moZnost’ cielene zamerat’ terapiu tak, aby sa eliminovali jej moZné neZiaduce
ucinky vramei celkového monitoringu terapie. Originalita predloZeného projektu je
zaloZend na komplexnom pristupe optimalizécie terapeutickych postupov pri ALI/ARDS,
ktoré z klinického hl'adiska m62u znamenat zéchranu Fivota pacientov.
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Predpokladana doba riefenia projektu:
Predpokladana doba rieenia projektu — 4 roky (1.1.2014-31.12.2017), poéas ktorych
uskutoénime 127 &iastkovych postupov, priom v kazdom pouZijeme iba jedno zviera

(kralik domaci).

b) Preukiazanie siiladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Charakter na$ho projektu nedédva moznost dosiahnut poZadovany, reprodukovatelny
a validitny vysledok inou dostupnou metédou bez pouZitia zvierat. Vietky aktivity
siivisiace s postupmi budeme vykonavat v stlade s platnymi zdkonmi a nariadeniami ako
aj medzinarodne zavedenymi osvedCenymi metddami v starostlivosti o laboratérne
zvieratd, aby sme zabezpedili humanne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami.
Metodické postupy, ktoré pouzijeme pri realizacii projektu pouZivame dlhodobo a velmi
sa osvedCili v rdmci riedenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych tloh. Vysledky
ziskané tymito metddami boli publikované a prezentované na mnohych odbornych férach
doma aj v zahrani&i. Z hladiska dodr¥iavania zasad prace s pokusnymi zvieratami neboli
vodi nim vznesené Ziadne ndmietky, &i u na odbornych férach v rdamci diskusii alebo
v oponentskych posudkoch publikovanych &lankov.

Postupy projektu si1 pripravené tak, aby sa maximalne vyluéil strach, zbytoén4 bolest’ a
utrpenie zvierat a aby boli zvierata vyuzité huménne a zodpovedne na ziskanie novych
vedeckych poznatkov prispievajucich k Ucelnej farmakoterapii. PovaZujeme preto nami
navrhované metédy za vhodné aj pre realizaciu predkladaného projektu.

Pri realizacii postupov projektu sa budeme snazit' dodr¥iavat vSeobecné zasady 3R:
- zjemnenie (Refinement), zni¥enie (Reduction) a nahradenie (Replacement).

Zjemnenie (Refinement): Spdsob manipuldcie so zvieratami a starostlivost o zvierata
polas postupu bude v stlade s poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni viddy SR &
377/2012 Z.z. a VyhldSke Ministerstva pddohospoddrstva a rozvoja vidieka SR &
436/2012 Z.z.

Operaéné vykony buda vykonavané v celkovej anestéze (ketamin 20 mg/kg hmot. +
xylazin 5 mg/kg hmot. i.m.). Podas d’al$icho priebehu postupu budd zvierats v celkovej
anestéze, ktora bude udrZiavana kontinudlnym i.v. podanim ketaminu (20 mg/kg hmot.)
injekénym davkovadom. Po operacii bude zvieratdm venovani $tandardna pooperacna
starostlivost’.

ZniZenie (Reduction): Na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme 8 zvierat v kazdej
ventilovanej resp. lie€enej skupine a 7 zvierat v kontrolnej skupine, &o povaZujeme za
najniz§i moZny podet tak z hladiska reprodukovatelnosti, ako aj z hladiska ziskania
nevyhnuinych tidajov a objektivne hodnotitelnych vysledkov. Men3i pocet zvierat by
mohol spdsobit’ vyraznejie pdsobenie inter-individudlnych rozdielov s moznostou

spochybnenia objektivnosti vysledkov.
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Nahradenie (Replacement): Postupy projektu nie je moZné vykonat' bez pouZitia
zvierat. Kralik domici je v sadasnosti akceptovany ako najrelevantnejsi model
ALI/ARDS vyvolaného opakovanou lavazou plic fyziologickym roztokom. Pri takto
planovanom projekte nie je mozné pouzit’ nizi Zivo¢i8ny druh, nakolko pre postidenie
zmien respiraénych, kardiovaskularnych a zapalovych parametrov v stvislosti s
opakovanym intratrachedlnym podanim fyziologického roztoku a ndsledne aplikovanou
ventilatnou a protizapalovou liebou je potrebné pouZit' zvieratd s &o najvi¢Sou
hmotnost'ou a priemerom dychacich ciest, aby sa zabezpelila optimélna vytaznost’
vysledkov. Vzhladom na protokol postupov projektu je krélik doméci najvhodnej$im
ZivotiSnym druhom pouzZitePnym v nadich podmienkach.
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Prilohac. 4 9L 3 O/ 73-Z24
Netechnické zhrnutie projektu podl'a §35 ods. 2 pism. b) a §40 nariadenia vlady SR ¢&.
377/2012

Nazov projektu: Nové nazory na farmakologické ovplyvnenie alergickej astmy

Predkladatel’: O

Identifikdcia novych lie¢ebnych mozZnosti farmakorezistentnej astmy je vysoko
aktualna  vedecko-vyskumnd téma. Prirodné produkty typu rastlinnych
polysacharidovych biopolymérov a polyfenolickych latok aich vyuZitie nielen v ramci
prevencie ale aj ako nova stcast’ kombinovanej lie¢by ochorenia unas doteraz neboli
dostatocne Studované a literarne Gidaje tykajlice sa témy projektu v literattire sti skromné.
Rovnako aj lieGivd, ktoré boli vyvinuté v stvislosti s pribidajicimi poznatkami
o patofyzioldgii bronchidlnej astmy — moduldtory aktivity iénovych kanalov
a glutamatergnych receptorov, &i selektivne inhibitory fosfodiesterdz, neboli doteraz
v suvislosti s alergickym zdpalom dychacich ciest tak podrobne $tudované ako predklada

projekt.

V predchadzajiicom obdobi pracovisko velmi vyznamne
prispelo  krozdireniu poznania najmd v oblasti rastlinnych polysacharidov
a farmakoterapie alergického zapalu dychacich ciest. U Sirokej 8kaly substancii
polysacharidovej a polyfenolickej Struktiry sme identifikovali schopnost tlmit
experimentalne vyvolané obranné reflexy DC ako novi farmakodynamickii schopnost'.
Zaroveil sme v poslednych rokoch ziskali viacero originalnych vysledkov tykajiicich sa
detailov mechanizmu G&inku rastlinnych polysacharidov a udasti niektorych iénovych
kanalov, NMDA receptorov a izoforiem fosfodiesterdz na patomechanizme alergickej
astmy. Analyza vlastného antitusického a bronchodilataéného u&inku novych latok
prirodného p6vodu zo skupin rastlinnych polysacharidov a polyfenolickych latok, vratane
identifikdcie mechanizmu ucinku je jednym z cielov prekladaného projektu.

KedZe neziaduce ufinky centrlnych antitusik ale aj niektorych klinicky
pouzivanych bronchodilatancii na riasinkovy epitel DC st veobecne zndme, je jednym
znosnych cielov projektu aj sledovanie pohyblivosti cilii po podani kontrolného

antitusika (kodeinu), Standardne pouZivanych aj novych bronchodilataéne pdsobiacich



Iénové kanaly identifikované najméd v poslednych rokoch (TRP, CRAC) predstavuji

potencidlne ciele pre vyvoj novych, efektivnejsich lie¢iv (Valverde a spol., 2011).

Jednym z cielov predloZeného projektu je experimentilne sledovanie a postdenie
ulohy niektorych typov kalciovych a kéliovych i6novych kanélov v obrannych reflexoch
DC (v mechanizmoch ka$lového reflexu areaktivity HSDC) a zmena ich funkcie
v podmienkach alergického zapalu dychacich ciest (Sutovska a spol., 2007). Projekt sa
zarovefi zameriava na moznost’ vyuZitia moduldtorov aktivity idnovych kandlov na
supresiu patologického kasla, hyperreaktivity dychacich ciest a alergickej zapalovej
reakcie.

o Ldtky selektivne inhibujiice aktivitu fosfodiesterdz

V stcasnosti je zndmych 11 rodin enzymu fosfodiesteraza (PDE). Napriek tomu sa
odhaduje, Ze existuje viac ako 100 réznych produktov mRNA (Bender and Beavo, 2006).
Na rozdiel od neselektivnych PDE inhibitorov akym je teofylin sa selektivne inhibitory
PDE schopné ovplyvnit’ rézne funkcie a patologické stavy bez ovplyvnenia inych
organov alebo systémov, t.j. s vyrazne niZ§im rizikom neZiaducich u&inkov (Francis a

spol., 2011).

K najstudovanejSim selektivnym inhibitorom PDE, ktoré maju vzt'ah k imunitnym
odpovediam v dychacich cestach (DC), patria inhibitory PDE 3, 4, 5, a 7.

PDE3, 4 a 7 su enzymy, ktoré Specificky hydrolyzuju cAMP, kym PDE5 &tiepi
¢GMP. Vdychacom systéme je aktivita PDE3 dokdzand najmi v alveolarnych
makrofagoch, endotelidlnych bunkach, krvnych dosti¢kich a hladkej svalovine DC
(Chung, 2006). Okrem priameho relaxaéného pdsobenia, ktoré je vyraznejsie po aplikécii
PDE3 inhibitorov v porovnani s PDE4 inhibitormi, inhibicia PDE3 vedie k zosilneniu
relaxicie navodenej stimulaciou Pp-receptorov. Zaroveil sa zistilo, Ze sii¢asné podanie
siguazodanu (inhibitor PDE3) a rolipramu (inhibitor PDE4) vedie k zosilneniu relaxaénej
odpovede, ¢o naznaCuje synergizmus a mozny benefit paralelnej inhibicie PDE3 a PDEA4.
Enzymova rodina PDE4 sa exprimuje v réznych zapalovych bunkdach, ako napriklad T-
bunky, B-bunky, eozinofily, neutrofily, epitelové bunky DC a endotelové bunky). Aj
preto je pdsobenie selektivnych inhibitorov PDE4 najmi protizdpalové

a imunomodulaéné (Sanz a spol., 2005). Rolipram ako predstavitel' prvej genericie



inhibitorov. PDE4 potla¢a neutrofilovy a eozinofilovy zépal, sekréciu interleukinov
a aktivovanych T-helperovych buniek (Thl and Th2), epitelovych buniek DC, bazofilov,
monocytov a makrofdgov (Sanz a spol., 2005). Maximalny pokles uginku makrofagov
a relaxéciu hladkej svaloviny DC je v8ak moZné dosiahnut’ len si¢asnou inhibiciou PDE3
a PDE4 (Francis a spol., 2011). Preto sa povaZuje PDE4 inhibicia za déleZity ciel’ pre
moduléciu obrannych reflexov vDC, ato najm#i v podmienkach alergického zépalu.
Rolipram vSak zapri¢ifluje relativne &asto nauzeu a zvracanie. Preto boli vyvinuté
atestované novsie inhibitory PDE4, napr. roflumilast, cilomilast a piklamilast. Ide
o latky, ktoré st schopné potlagit’ hyperreaktivitu DC, uvoltiovanie TNF-q, fibrotizAciu
aremodeldciu placneho parenchymu a ich a&innost’ sa odakéva najma pri chronickych
zapalovych ochoreniach, ako je bronchidlna astma a CHOCHP (Matera a spol., 201 D).

Dal3i potencidlny ciel pre moduléciu alergického zépalu je inhibicia PDE7 (jej
expresia bola dokdzand v T-bunkovych liniach, periférnych T-lymfocytoch, liniach
epitelovych buniek, v bunkach hladkej svaloviny DC a ciev, plficnych fibroblastoch
a eozinofiloch (Ghosh et al., 2009). V studasnosti je k dispozicii viacero selektivnych
inhibitorov PDE7, ktorych uginnost’ v potladeni niektorych zépalovych buniek (Fudské
monocyty, plicne makrofagy a CD8+ T lymfocyty) bola uz dokdzan4 v podmienkach in
vitro (Christensen a spol., 2012). O ich schopnosti ovplyvnit’ obranné reflexy DC ako st
kaSel’ a bronchokonstrikcia v podmienkach alergického zapalu viak existuje mélo udajov.
Okrem toho sa zd4, Ze ich G¢innost’ po samostatnom podani je relativne slaba. Aj preto je
potrebné sa zamerat na kombindciu inhibitorov PDE4 aPDE7 (napr. rolipram
a BRL50481). Tento pristup bol popisany aj v literatire a viedol k $tidiu protizipalového
pdsobenia novych, tzv. dudlnych inhibitorov PDE (napr. PDE3/4 a PDE4/7), aviak zatial
len v podmienkach CHOCHP a nie alergickej astmy (Francis a spol., 2011).

Inhibicia PDES5 vedie k poklesu pliicnej vaskularnej rezistencie, zniZeniu pl'icnej
hypertenzie a potlateniu cievnej prestavby. Sildenafil (inhibitor PDES5) vyvolava
inhibiciu bunkovej proliferacie, podporuej apoptézu (Wharton a spol., 2005) potlica
bronchidlnu hyperreaktivitu, infiltraciu leukocytmi ahladiny vydychovaného NO
(Toward a spol., 2004). Naznaduje to moZné vyuZitie kombinacie inhibitorov PDE4/5 pri
liekbe bronchidlnej astmy achronickej ob3truk&nej choroby plic (CHOCHP).

Roflumilast ako jeden z druhogenera¢nych inhibitorov PDE4 bol schvéleny na lietbu,
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Netechnické zhrnutie projektu:

Duloxetin - biodostupnost’ novej liekovej formy po p.o. podani psom.

ZDOVODNENIE POSTUPU

Postup bude vykonany v ramci projektu vyvoja novych liekovej foriem -
firmy hameln rds. Tieto nové liekové formy s zamerané na pacienta pre
jednoduchsie a bezpe&nejsie podavanie lie¢iva.

Pre registrdciu nového generika Je potrebné urobit’ overenie bezpeénosti a udinnosti
na Fud’och, ktorému predchadza predklinické testovanie na zvieratich: biologicka
dostupnost’ a toleranéné $ttidie.

Vysledky tejto $tudie budi sluzit pre potvrdenie biologickej dostupnosti po
jednorazovom podani vyZadované pri registracii novej liekovej formy.

CIED

Cielom $tidie je hodnotenie biodostupnosti novej liekovej formy —

vporovnani s komeréne dostupnym referenénym
pripravkom po per os podani psom. Vysledky projektu budy pouZité ako podklady pre
I fazu klinického skigania na Pud’och.

VYBER TESTOVACIEHO SYSTEMU

Vzhl'adom na ciel §tadie — biodostupnost’ _ — sme zvolili ako
najvhodnejsi testovaci systém psa. Vyhodou psa pri tomto type postupu — oproti
kréalikovi a miniprasat'u - je Fahk4 aplikdcia testovanej liekovej formy a jednoduchy
odber vzoriek krvi. N4§ vyber testovacieho pokusu ovplyvnil aj fakt, e mame
k dispozicii 4 psov z predchadzajucej $tadie.

TESTOVACI SYSTEM

Postup bude vykonany celkovo na 6 psoch Beagle (43 a 29) , vo veku 3 rokov,
z akreditovaného chovu - WOBE Budapest. V postupe buda pouzité 4 zvierata
z predchadzajicej $tadie MTD latky SEL-24 (Ro-1099/ 12-221) a2 novo nakipené
zvieratd. Zvieratd budu identifikované tetovacim ¢islom, &ipom a sériovym &islom 1-
6 na obojku.

Ustajnenie zvierat:

Zvieratd budi volne ustajnené v chovnych priestoroch eXp. zverinca v podte 2-4
psov v jednej miestnosti. Standardna peletovand strava (dévkovanie podl'a hmotnosti
zvierata a odportéania vyrobeu), pitnd voda - ad libitum. Na obohatenie prostredia
budli mat’ zvieratad podas postupu k dispozicii hragky dostupné v Specializovanych
predajniach. V &ase aplikécie latky a pri klinickych pozorovaniach (sledovanie
prijmu potravy a pitnej vody) budu zvieratd ustajnené v oznaCenych Kklietkach.
Klimatické podmienky v chovnych priestoroch — teplota 15-21°C pri 10 vymenach
vzduchu za hodinu.

Karanténa zvierat — 21dni (SPPB-00188-AH).

Starostlivost’ a veterinarna starostlivost o zvieratd sa bude riadit’ SPP pre dany druh
(SPPB-00183-AH) a Veterinarna starostlivost o lab.zvierats (SPPA—OOI89-AH).



PREUKAZANIE SULADU S POZIADAVKAMI NAHRADENIA, OBMEDZENIA
A ZJEMNENIA

Postdenie pokusu z hl'adiska 3R

° Refinement — vzhladom na to, %e v pokuse budi vykonané minimalne
bolestivé zakroky, nie je potrebné pouit latky zmiertiujuce bolest’

o Reduction — poéty zvierat v pokuse su primerané, redukované
v maximalnej miere; ich d’al§ie zniZenie by mohlo ovplyvnit' reprodukovatelnost’
a validitu pokusu

e Replacement — po preskiimani databsaz TOXNE(http://toxnet.nlm.nih.gov),
ICCVAM (http://ntpsearch.niehs.nih.gov,ICCVAM Site) PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) AltTox (www.alttox.org) DrugLib
(www.druglib.com) sme nenasli zodpovedajticu alternativnu metédu

METODA

24 hod pred pokusom sa zvieratdm odoberie strava a nech sa vol'ny pristup k vode.
KaZdému zvieratu budu jednoradzovo p.o. podané 2kapsle podla SPPB-00199-PH.
Kapsle sa umiestnia na koreti jazyka a splachnu 10-15 m] pitnej vody.

Odber vzoriek krvi (maximalne 3ml pre jeden odber) bude robeny podFa SPPB-
00180-BIO zv. cephalica. Na stanovenie plazmatickych hladin buda odobrané krvné
vzorky v €asovych intervaloch 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300min a 8, 10,
14 a24hod po aplikécii. Odbery vzoriek krvi budi robené bez anestézy pomocou
odberovej kanyly — pre kazdy odber bude pouZitd nova kanyla. Vzhl'adom na volné
ustajnenie zvierat pouZitie permanentnej kanyly nie je moZné, pretoZe hrozi jej
vytrhnutie inym psom.

Aplikécia kapsil a odber krvnych vzoriek buda vykonané v miestnosti na to uréenej,
mimo chovnych priestorov.

Po minimélne 10 dtiovej pauze (potrebnd na vylieCenie miesta vpichu) bude za
rovnakych podmienok postup zopakovany s referenénou latkou.

V pripade vyskytu zdvaznych vedlajsich u&inkov bude pokus okamZite preruseny.
V zavislosti od zavazZnosti klinickych priznakov, pripadne utrpenia zvierat moézu byt
tieto utratené podla SPPA-00187-AH. Dévody na utratenie posudi vet. lekér spolu s
etickou komisiou hameln rds.

Zvierata po ukon&eni pokusu budid vritené do vonkajsich vybehov amozu byt
pouZité na pripadné d’al3ie experimenty.

Starostlivost’ o zvieratd podas ustajnenia sa bude riadit platnymi $tandardnymi
postupmi Odd. exp. zverinca pre dany druh laboratérneho zvierata.



Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu:

Farmakologické ovplyvnenie kmefiovych buniek v modeli antracyklinmi navodeného srdcového
zlyhédvania

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: >3 52/73-23 -7
Ugel projektu: zdkladny vyskum

Ciel' projektu

Ciefom projektu je farmakologickym ovplyvnenim kmefovych buniek predist poskodeniu srdca po
antracyklinovych cytostatikdch a vylieéit ho, alebo aspon zmiernit ho.

Prinos z vykonaného projektu:

Na zdklade ziskanych vysledkov by sme mohli najst spdsob ako pomocou jestvujucich, bezpeénych
avpraxi pouZivanych liekov zabranit potkodeniu srdca antracyklinovymi cytostatikami, ktoré su
vhumannej medicine Siroko pouivané a G&inné protinddorové lieciva. Bohutzial, maju davkovo
zavislé kardiotoxické neziaduce acinky, ktoré mézu vyustit a7 do rozvoja srdcového zlyhavania
a naslednej mortality. Spdsoby, pomocou ktorych by sa dalo ako Gplne predist zlyhaniu srdca alebo
vylie€it poskodenie srdca po antracyklinoch, neexistuju. Potencidlny prinos pre humannu prax by bol
velky, nakofko by umoznil bezpetnejsiu onkologicky lie¢bu vzmysle minimalizacie jej neZiaducich
ucinkov a lie¢by nasledkov pogkodenia srdca antracyklinovymi cytostatikami.

Ide o experimenty, kde sa hodnoti vplyv dlhodobej lietby na fyziologické parametre ako elektricka
a mechanicka funkcia srdca, histologické hodnotenie poctu kmeriovych buniek v krvi av srdci, je
potrebné vykonat experiment in vivo, teda na celom zvierati. Zvierata méZu pri subkutannej aplikacii
latok pocitovat kratkodobd bolest, ktord vyznamne nebude vyznamne nart$at pohodu, ani celkovy
stav zvierat. Samotné experimenty zamerané na zistenie funkcie srdca budd vykondvané v hlbokej
celkovej anestéze, po ktorej zvierata nenadobudnu vedomie a bud huménne utratené.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty : Potkany, samce rodu Wistar 300
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania projektu:

OcCakava sa po$kodenie srdca a obligiek po podani daunorubicinu, zniZenie fyzickej vykonnosti
a telesnej hmotnosti.



Predpokladana troven krutosti:

strednd

Uplatfhiovanie zasad 3R
1. Nahradenie:

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit vplyv farmdk na mobilizéciu buniek z kostnej
drene, migraciu a usadenie kmeriovych buniek v lavej komore srdca pri jeho poskodeni podavanim
daunorubicinu, histologické zmeny, molekuldrno-biologické parametre, EKG, bazélnu a beta
adrenergicky stimulovand funkciu lavej komory in situ, nie je moZné pokus vykonat bez pouZitia
zvierat. Pocitalové simuldcie nie st v tomto pripade vhodnym alternativnym spdsobom, podobne
ako in vitro pokusy, ked%e na bunkovych kultGrach nie je moZné relevantne posudit funkciu
kardiomyocytov, najma v rédmci lavej komory ako celku. Rovnako nemozno hodnotit komplexné deje,
akymi je mobilizdcia kmefiovych buniek.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouzity minimaliny poget experimentalnych zvierat potrebny pre $tatistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Polet n=15 v skupindch, ktorym je podévany
daunorubicin, je uréeny na zéklade vysledkov inych autorov, ktori poukézali na 30% Gmrtnost po
podavani daunorubicinu, ako aj pripadnd periopera¢ni mortalitu, spojend s invazivnym zakrokom pri
merani favokomorovej funkcie. Zvieratd, ktoré budd pouZité na meranie favokomorovej funkcie nie je
mozné pouZit na molekuldrne analyzy a histoldgiu, vzhfadom na pdsobenie anestézy a dobutaminu,
ktory méZe dramaticky ovplyvnit génovu expresiu. Preto je nutné mat rovnako ovplyvnené skupiny
zvierat v prvej i druhej faze.

3. Zjemnenie:

Vysledky jednotlivych &asti étadie budq priebeZne vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych
neotakavanych udalosti bude experiment ukonceny a nésledne predloZeny novy projekt tak, aby sa
znizil poéet pouZivanych zvierat. Intravendzna injekcia daunorubicinu bude aplikovana v celkovej
anestéze, rovnako ako hemodynamické merania. Zvierats budu humadnne utratené oxidom uhli¢itym.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: é@ nie



