Priloha &2

Netechnické zhrnutie projektu

E o A p p
Nazov projektu: 5 % oc /5 -2&7
Uloha endogénnych katecholdminov v mezenterickom tukovom tkanive pri modulacii
neuroimunoendokrinnej odpovede na stres

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:
KPicové slova v projekte ( max 5 slov):
Mezenterické adipocyty, endogénne katecholaminy, stres, imunitny systém

Ukel projektu’: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. Z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zujme zdravia alebo welfare l'udi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolonif geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alsieho pouZivania
v postupoch
Ak je iny ticel projektu, uvedie sa aky
Opisat’ ciele projektu:
(napr. nie su edte vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hl'adiska vedy , z klinického
hPadiska)

Cielom predloZeného projektu je objasnit mechanizmy produkcie a sekrécie endogénnych
katecholaminov v mezenterickom tukovom tkanive potkanov ako aj ich fyziologicky vyznam a tilohu
pri regulacii imunitného systému. Projekt mozZno rozdelit’ do 5 zéakladnych etap:

Etapa 1. Produkcia endogénnych katecholaminov v mezenterickom tukovom tkanive a ich sekrécia
Etapa 2. Uloha osi hypotalamus-hypofyza-kora nadobli¢ky (HPA) v stresom indukovanej produkeii
sympatikovych a endogénnych katecholaminov v mezenterickom tukovom tkanive

Etapa 3. Sledovat’ vplyv prerusenia perifémej ako aj centrélnej noradrenergickej inervacie na hladinu
katecholaminov (KA) v mezenterickom tukovom tkanive pocas stresu. Urdit’ & dochadza k stresom
indukovanému zvy3eniu syntézy endogénnych KA aj po sympatektdmii.

Etapa 4. Uréit’ vplyv systémového zépalu vyvolaného endotoxinom na produkciu endogénnych
katecholaminov v bunkach mezenterického tukového tkaniva potkana. Zistit® vplyv predchadzajice;j
expozicie na jednorazovy a opakovany stres na zépalovii odpoved’ vyvolanii endotoxinom. Vysledky
porovnat’ s priamym G&inkom endotoxinu na izolované mezenterické adipocyty v podmienkach ex
vivo.

Etapa S. Identifikdcia spustacieho mechanizmu pre syntézu a sekréciu endogénnych KA v
adipocytoch pomocou farmakologickej stimulacie izolovanych adipocytov a dalsich buniek
produkujiicich KA. Uloha kortikoidov a osi hypotalamus-hypofyza-drei nadoblicky (HPA) v regulacii
syntézy endogénnych KA

Etapa 6. Fyziologicky vyznam endogénnych KA v adipocytoch a imunitnych bunkach izolovanych z
mezenterického tukového tkaniva.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky Je prinos pre vedu, Fudstvo, zvieratd)

Prinos tohto projektu je predovietkym v objasneni mechanizmov komunikicie medzi adipocytmi a
imunitnymi bunkami (makrofagy, T a B lymfocyty) v mezenterickom tukovom tkanive podas
pdsobenia psychologického stresu. V oblasti gastrointestinalneho traktu (GIT) dochadza k vyznamnej
stimulacii zloziek imunitného systému na & ma vyznamny vplyv neuroimunoendokrinna aktivita
mezenterického tukového tkaniva. O tilohe mezenterického tukového tkaniva pri rozvoji &revnych
zapalovych ochoreni niet pochyb a preto je ddlezité poznat' mechanizmy ako adipocyty svojou
produkciou adipokinov, cytokinov, katecholaminov a inych mediatorov moduluji aktivitu imunitnych



buniek. Odhalenie mechanizmov sekrécie katecholaminov ako aj ich fyziologického vyznamu a tilohy
pri regulécii imunitnej odpovede mbze pomdct pochopit’ vplyv stresu na poruchy imunity akymi st
alergie, inavovy syndrém a predovsetkym velmi zdvasné autoimunitné ochorenia ako napr. Crohnova
choroba. Pomocou 3pecifickych agonistov a antagonistov adrenergickych receptorov (AR)
identifikujeme typy AR zodpovedné za moznti regulaciu imunomodulaénych funkeif adipocytov a
imunitnych buniek, o méze viest k cielenej farmakologickej terapii pri poruchach imunity resp.
autoimunitnych ochoreniach.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné pocty:

- laboratérne potkany (Rattus norvegicus) kmeti Sprague-Dawley, samci, podet: 392 jedincov
- laboratérne mys$i (Mus musculus) kmeti C57 Black:

samce divého kmetia: 252

samice divého kmefia: 156

kortikoliberin-deficientné (CRH knockouty) samce: 252

kortikoliberin-deficientné (CRH knockouty) samice: 156

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v rimci vykondvania projektu:

Zvierata budi jednorazovo a opakovane stresované zamedzenim pohybu v $pecidlnych zariadeniach
v maximalnej diZke jedného vystavenia 2 hodiny priéom budi pocitovat’ intenzivny emo&ny stres. Pri
intraperitoneélnej aplikacii vybranych latok (anestetika, lipopolysacharid, 6-hydroxydopamin) budu
pocitovat’ miernu bolest’ a stres. Po operdcii mozgu budil po odozneni G&inkov anestézy pocitovat
miernu bolest’ a diskomfort do zahojenia ran.

Predpokladana troven krutosti:

Kategoria slabé (zvieratd budi pocitovat’ kratkodobt slabli bolest a vo vyznamnej miere nebude
narusena ich pohoda ani celkovy stav):
- L.p. injekéné podavanie vybranych latok experimentalnym zvieratam
Kategoria stredné: (zvierata budd pocitovat’ kratkodobt stredni bolest’ a Je pravdepodobné, Ze stredne
narusia pohodu alebo celkovy stav zvierat):

- restraint my$i v 50 ml skiimavke s otvormi

- restraint potkanov v $pecidlnom zariadeni

- stereotaktické operdcie mozgu (elektrokoagulagné preruSenie noradrenergickej inervécie

v mozgovej oblasti Locus coreuleus)

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie pouzitia zvierat v projekte, zddvodnenie preo sa nemodZe pouzit’ alternativna metdda
bez pouzitia zvierat)

K planovanému  pokusu  neexistuji  alternativne metddy  kedZze  reguldciu  aktivity
neuroimunoendokrinného systému v mezenterickom tukovom tkanive nie je mozné sledovat’ na
bunkovych kultirach. Mezenterické tukové tkanivo Jje komplexny systém pozostavajici z velkého
poctu typov buniek medzi ktoré patria: adipocyty, preadipocyty, endotelidlne bunky, fibroblasty,
makrofagy, rézne populacie T a B leukocytov a mezenchymalne kmefiové bunky. Toto tkanivo je
husto inervované sympatikovymi, parasympatikovymi a senzorickymi nervami a obsahuje cievny a
lymfaticky systém Co je nemozné simulovat v in vitro podmienkach. Nervovy systém moZe fungovat’
ako celistvy, integrovany a neporufeny systém jedine v Zivych organizmoch. V praci budi pouzité
tukové tkaniva, ako aj bunky tukovych tkaniv - adipocyty, ktoré budu &erstvo izolované z tukového
tkaniva zvierat vystavenych stresu. KedZe polas vystavenia stresu sa aktivuje niekolko systémov,
ktory je najvyznamnej§im systémom ovplyviiujicim metabolizmus tukovych tkaniv nie je moZné
pouZit’ bunkové linie adipocytov, ale len &erstvo izolované adipocyty.
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Netechnické zhrnutie projektu 3% 72 7 3 - 22, 7

Nazov projektu: /

Antagonisty histaminovych receptorov H3 a H4 a ich potencidlne antitusické u¢inky v modeli
u mordciat so zapalom hornych dychacich ciest

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

KPicové slova v projekte ( max 5 slov):

histamin, horné dychacie cesty, antihistaminik4, ka3el’, lie¢ba

Ukel projektu’: projekt sa vykondva za ufelom translaéného alebo aplikovaného
vyskumu, sciefom zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo liegby
chor6b, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov &loveka,
zvierat alebo rastlin alebo ich uginkov na I'udi, zvierata alebo rastliny,

Ciele projektu:

Primarnym cielom predlozeného projektu je zistit, & pouZitie antagonistov H3 a H4
histaminovych receptorov ma potencidlne klinické aplikacie pre pacientov s postinfekénym
kadlom asociovanym ochoreniam hornych dychacich ciest. Potvrdenie tejto hypotézy si
vyzaduje skumat’ dant problematiku komplexne a na viacerych trovniach.

Ciel 1. Zistit’ lokalizaciu a fenotypiziciu neurénovych populacii exprimujicich H3R a
HA4R v selektovanych oblastiach centrilneho nervového systému, trigemnidlneho ganglia
a trigemindlnych aferentov v nosovej sliznici a napokon vagovych ganglii a dolnych
dychacich cestach.

1.1. Identifikdcia neurénovych populdcii mozgového kmetia a mozgovej kory mordiat, ktoré
exprimuji H3/H4 receptor a popis ich stereotaktickej pozicie a poziciu vo vztahu k
neurénovym okruhom mozgového kmertia podiel'ajiicim sa na neurogenéze a modulacii kagl'a

1.2. Identifikécia neurénovych populécif v ganglion Gasseri n. trigemini, ktoré exprimujii H3
a H4 receptory relevantnych pre inervaciu nosove;j sliznice, popis lokalizacie ich periférnych a
centrdlnych zakondeni a oblasti prepojenia na neurény druhého radu v centrdlnom nervovom
systéme, fenotypizacia H3R a H4R exprimujuicich neurénov a zistenie koexpresie d’alsich
kandlov, predovsetkym zo skupiny TRP

1.3. Zistovanie expresic H3R a H4R kandlov na neurénovych populdcidch nodézneho
(neurokrestalneho) ganglia a jugularneho (plakodalneho) ganglia blidivého nervu. Tento ciel’
Je primarne zaujimavy z d6vodu, naslednych translaénych $tadii, nakolko neurofyziolégia a



kasla, trvajiceho viac ako 8 tyzdiiov, pri negativnom naleze na RTG hrudnika a fyzikdlnom
vySetreni.

Diagnostickym algoritmom je spravidla mozné definovat’ tri zdkladné skupiny pri¢in,
preCo pacienti ka$li aj pri negativnom nédleze na hrudniku a to si ochorenia hornych
dychacich ciest - rinosinopatie, d’alej prieduskova astma a jej klinické fenotypy, a nakoniec
gastroezofagovy reflux (Dicpinigaitis, 2011). Hoci st tieto diagnostické postupy prepracované
v Eurépe ako aj USA, stale na konci diagnostického protokolu zostdvaji pacienti, u ktorych
sa pri¢ina kaSl'a nezisti a teda ich nevieme ani adekvétne lie¢it’. Pre predstavu uvadzame, Ze
takyto pacient navstevuje r6znych odbornikov — pneumoldgov, alergologov,
otorinolaryngolégov, gastroenterolégov, pricom priemerny poéet nav§tev u lekarov
Specialistov s ciel'om zistit’ pri¢inu kasl'a je Sest’ a viac ro¢ne (Morice a spol., 2012)

Na zéklade dostupnych literarnych udajov ako i naSich vlastnych publikovanych
vysledkov predpokladame, Ze H3R a H4R antagonisty podané lokalne pri zdpale do nosovej
dutiny tlmia symptomy ochoreni hornych dychacich ciest a tym sekundarne tlmia aj kael’.
Predpokladame, Ze aj perordlne podanie H4R a H3R antagonistov m4 antitusicky potencial, a
tieto hypotézy budeme testovat’ v predkladanom projekte. Projekt prinesie odpoved’ na
otdzku, ¢i antagonisty H3a H4 receptorov su vhodné lie¢iva na potladenie kasl'a u subjektov s
rinosinusitidou.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné pocty:

Na celd dobu trvania projektu ana dosiahnutie stanovenych cielov projektu je celkovy
planovany pocet zvierat 200 jedincov, samcov, Dunkin Hartley, V projekte s vyty¢ené tri
zdkladné ciele a na ich uskutoénenie bude pouzité (na ciel’ 1. 45 jedincov) (na ciel’ 2. 70
jedincov) (na ciel’ 3. 85 jedincov) — detailné rozpisanie poétov jedincov st nasledovné:

Ciel 1 - vietky uvedené postupy vcieli jedna prebiehaji na mordatach, ktoré si
anestézované (1. Cast postupu na oznaenie neurénov prebieha v kratkej anestézii
ketaminom/xylazinom, nakolko ide o mini invazivny vykon srychlym nadobudnutim
vedomia a dobrym zotaveni ) druhd ¢ast’ postupov prebieha v hlbokej anestézii bez moZnosti
zotavenia (1.1). alebo aZ na tkanivach odobratych z humanne usmrtenych zvierat

1.1.  Identifikdcia neurénovych populdcii mozgového kmeiia a mozgovej kory mordiat,
ktoré exprimujii H3/H4 . Plinovany pocet jedincov: n = 15 jedincov (zvierata
budd humanne usmrtené predavkovanim anestetika a tkanivo bude odobrané na
imunohistochemické spracovanie -klasifikdcia krutosti — bez moZnosti zotavenia)

1.2.  Identifik4cia neurénovych populécii v ganglion Gasseri n. trigemini, ktoré exprimuju
H3 a H4 receptory relevantnych pre inervaciu nosovej sliznice. Plinovany pocet
jedincov: m = 15 jedincov (prva ¢ast’” postupu v kratkodobej anestézii
ketaminom/xylazinom, druhd etapa — humanne usmrtenie a odobratie tkaniva na
d’alSie vySetrenia — klasifikicia krutosti — slaba pre prvi ¢ast’ a bez moZnosti
zotavenia pre druhi ¢ast’)

1.3.  Zistovanie expresiec H3R a H4R kandlov na neurdénovych populacidch nodézneho
(neurokrestalneho) ganglia a jugularneho (plakodalneho) ganglia blidivého nervu.
Planovany pocet jedinecov: n = 15 jedincov (prva ¢ast’ postupu v kritkodobej
anestézii ketaminom/xylazinom, humanne usmrtenie a odobratie tkaniva na



d’alSie vySetrenia — klasifikacia krutosti — slaba pre prvi ¢ast’ a bez moZnosti
zotavenia pre druhi ¢ast)

Ciel' 2. Sledovanie potencie aefektivity H3R a H4R antagonistov inhibovat’ aktiviciu
znaCenych neurénov metddou ,kalcium imaging® a ,,patch clamp®, sledovanie potencie H3
antagonistov inhibovat’ kaSel' po mikroinjikovani do ,ka$lu“ asociovanych oblasti
mozgového kmefia

2.1. Sledovanie efektov H3R a H4R antagonistov na kasel’ po ich mikroinjikovani do oblasti
relevantnych pre neurogenézu a moduléciu kasl'a u anestézovanych moréiat Planovany podet
jedincov: n = 30 jedincov (anestézované jedince — klasifikdcia krutosti postupov - bez
moznosti zotavenia) — testované budi centrialne podané 3 antagonisty H3 -
thioperamide, clobenpropid a JNJ 5207852 — 10 jedincov pre kaZdy diel¢i postup

2.2. Sledovanie inhibicie aktivicie neurénov odobratych z trigemindlneho ganglia,
aneurénov znoddézneho ajuguldrneho ganglia, priom budeme sledovat’ ich aktivaciu
histaminom v pritomnosti antagonistov H4R INJ 7777120 a JNJ 10191584, thioperamidu
(H4R/H3R antagonista), clobenpropidu pre relevantné neurény metodikou patch clamp
a calcium imaging. Budeme sledovat’ neurény od zdravych zvierat a neurény od zvierat
s modelom senzorineurdlnej hyperreaktivity — planované testovanie 4 antagonistov po 10
jedincov pre kazdy, Planovany pocet jedincov: n =40 jedincov (prva etapa na oznadenie
neurénov — prva cast’ postupu v kratkodobej anestézii ketaminom/xylazinom, druha
etapa — humdnne usmrtenie s odberom neurénov na d’alie vySetrenia — Klasifikacia
krutosti — slaba pre prvi ¢ast’ a bez moZznosti zotavenia pre druhi cast’)

Ciel 3.

Ciel’ 3: Zist'ovanie potencie a efektivity H3R a H4R antagonistov na kaSel u
anestézovanych a bdelych zvierat po per orilnom a lokilnom intranazilnom podani
vybranych antagonistov. Je nutné vySetrit’ kasel’ aj v bdelom stave aj u anestézovanych
jedincov, nakolko ide o rozne nervové vlikna, ktoré sa podiel’aji na vzniku kaiPa
v bdelom stave a v anestézii (C vlikna versus Ad vlakna)

3.1. Sledovanie u€inku intranazalne podanych H4R/H3R antagonistov na symptomy a znaky
alergickej rinitidy a kasel' vyvolany v bdelom stave. Postupy u bdelych zvierat n = 15
jedincov, pokus bude prebiehat’ v séridch vZdy na tych istych jedincoch sa otestuje postupne
JNJ 7777120, INJ 10191584, thioperamid, clobenpropid a JNJ 5207852 — klasifikacia krutosti
- slaba

3.2. Sledovanie ucinku perordlne podanych H4R/H3R antagonistov na symptomy a znaky
alergickej rinitidy a kaSel’ vyvolany v bdelom stave a anestézii.

Pokusy u bdelych zvierat n = 15 jedincov, pokus bude prebiehat’ v séridch vzdy na tych
istych jedincoch sa otestuje postupne JNJ 7777120, JNJ 10191584, thioperamid,
clobenpropidu a JNJ 5207852 — klasifikacia krutosti postupov — slabd

Pokusy u anestézovanych zvierat si vyZzaduju na kazdy pokus jedno zviera, preto planujeme
testovat’ len tie, ktoré sa ukéZu ako najpotentnejSie u bdelych zvierat — vyberieme tri
najefektivnejSie a preto plinovany podet bude 50 jedincov, po 10 do kazdého dielCieho
pstupu — v diel¢ich postupoch sa bude hodnotit’ potencia nasledovnych latok (JNJ



7777120, INJ 10191584, thioperamid, clobenpropidu a JNJ 5207852) — klasifikacia krutosti
— bez moZnosti zotavenia

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

V postupoch, kde sa zvieratd pouZivaju v bdelom stave méZze dojst’ k naruSeniu pohody
a zdravotného stavu tym, Ze morcatdm senzibilizovanym ovalbuminom bude tento alergén
podany do nosa. Zvieratd budi kychat, mat sekréciu z nosa a méZu pocitovat’ iritdciu —
svrbenie nosa — ako l'udia pri alergickej nadche. Tieto prejavy akutnej fazy alergickej rinitidy
su ale prechodné a spontanne odznejii do cca 15-20 minit, najintenzivnejsie s prvych 5-10
mintt. Dalej zvieratd méZu pocifovat strach a dyskomfot pri pobyte vo valci pletyzmografu,
kde st umiestnené tak, aby mohli inhalovat’ aerosdl tusigénu, ktory im vyvola kasel po¢as 10
minut. Zvierata priemerne pocas tohto intervalu zakasl'a 10 krét (v pripade kontrol), v pripade
ked’ majt rinitidu to méZe byt aj viac krat. Na zmiernenie stresu pocas postupov si zvierat,
ktoré sa budu pouZivat v postupoch v bdelom stave postupne adaptované na pobyt
v pletyzmografe (vlozia sa dofi na minltu, potom na dve, neskoér sa im poda aerosol
fyziologického roztoku, aby boli privyknuté na pobyt v pletyzmograve ana inhalaciu).
Adaptécia podl'a naSich dlhoroénych skiisenosti limituje stres zvierat a ich spravanie pocas
postupu je primerané.

Dalgie postupy sa vykonavaju v celkovej anestézii, bud’ kratkodobej (ketamin/xylazin) po
ktorej zvieratd nadobudni vedomie, alebo hlbokej (uretan) kedy zvieratid v postupe uZ
vedomie nenadobudni. Kritkodobd anestézia sa vyuZiva na intranazélne injek&né vpravenie
neurondlneho tracera — farbiva, ktoré sa vychytdva neurénmi a transportuje sa do tela
nervovej bunky, ktord je lokalizovand v gangliu. Toto podanie sa realizuje dvoma presne
cielenymi vpichmi do sliznice. Pri znaceni trigemindlnych neurénov sa tracer instiluje do
sliznice nosa v celkovej anestézii dvoma vpichmi. Pri znaeni neurénov v trachei sa
v celkovej kratkodobej anestézii ketaminom a xylazinom vykond malad 1 cm incizia koZe na
krku zvierat'a, pristupni sa trachea a dvoma vpichmi sa vpravi neurondlny tracer do tkaniva
trachey. Incizia sa zaSije a oSetri antibiotickym praskom. Mame skiisenosti, Ze zvierata sa po
tomto vykone dobre zotavujii, pomerne rychlo nadobudajii vedomie, pohybuji sa, prijimajt
tekutiny a potravu aich sprédvanie nenaznauje, ¢ by mali bolesti. PouZitd kombinacia
ketaminu a xylazinu ma vlastne aj analgeticky u¢inok.

Predpokladana uroven krutosti:

Vramci predkladaného projektu budi prebiehat’ postupy, ktoré spadajii podla prilohy 4
nariadenia vlady 377 do kategorie

a) Postupy bez moZnosti zotavenia — ide o postupy, ktoré sa celé vykondvaju
v celkovej anestézii, po ktorej uz zvieratd nenadobudnti vedomie
a. Mikroinjikovanie antagonistov do vybranych oblasti mozgového kmetfia
zistovanie vplyvu na kasel’
b. VySetrenie kasl'a u anestézovanych zvierat



¢. Odber tkaniv a buniek po ich predchadzajiicom znadeni na d’alSie skiimanie
— elektrofyzioldgia na bunkovej urovni

b) Slabé
a. Senzibiliz4cia a vyvolanie alergickej rinitidy
b. Vyvolanie kasl'a inhalaciou tusigénneho aerosélu
c. Znacenie neurdnov nosovej sliznice a trachei v kratkodobej anestézii

Senzibiliz4cia sa realizuje jednym injekénym vpichom alergénu intraperitonedlne
alergicka rinitida sa vyvolava podanim kvapky suspenzie alergénu do nosovych
otvorov morcata (nosové kvapky). Senzibilizadcia mdze spdsobit’ slabt bolest’ pri
vpichu aalergickd rinitida moZe spdsobit’ kratkodobé naruSenie pohody
a zdravotného stavu mor¢iat.

Pri inhalécii predpokladame, Ze zvieratd nebudu pocitovat’ bolest’ (ide o inhalaciu
aerosolov, ktord nie je bolestivd, predpokladame, Ze zvieratd budi pocitovat
strach a dyskomfort spojeny s pobytom v komore pletyzmografu, hoci sa na tento
stav vopred adaptuju (v pripravnej faze postupov). Predpokladdme, Ze zvieratd
nebudil mat’ zdvazne naruSenti pohodu ani celkovy zdravotny stav.

Do kategoérie slabé spadaju aj postupy v kratkodobej anestézii ketaminom/xylazinom, pri
ktorych sa pomocou injekénych vpichov (miniinvazivny pristup) podava do tkanive nervovy
tracer — farbivo vychytdvané neurénmi a transportované do ganglia, kde moZno neurdény
vizualizovat. Po tomto vykone sa zvieratd zotavujii rychlo, spontdnne sa pohybuju, piju
a prijimaju potravu a ich spravanie nenasved¢uje tomu, Zze by mali bolesti. Podl’a prilohy 4,
nespadaju do kategérie postupov so strednym stupfiom krutosti

Uplatiiovanie zisad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Pokus nie je moZné vykonat’ bez pouZitia zvierat, Postupy sii zamerané na §tudium kagla
ako komplexného neuromuskuldrneho deja Zivého organizmu, ktory nemdZe byt nahradeny
sledovanim tkanivovych kultdr, buniek, ¢i molekdl. Ide o princip $tudovania javu, ktory nie je
mozné inym spdsobom vySetrit, neZ pouZit' laboratérne zvieratd. Na vyskum ka3la boli
v minulosti vyuZivané aj pes, ¢i macka, aviak moréa sa ukazuje ako najvhodnejs$i model.
Morca domace je jeden z najrelevantnej$ich modelov aferentnej inervacie dychacich ciest a
plic vo vzt'ahu ku kaSl'u. Neurofyziologické a neurofarmakologické parametre u moréiat sa
idedlne pre vykonanie translaénych $tadii s validiciou dat priamo u &loveka. Pri tomto
planovanom pokuse neexistuju alternativne metddy, pretoze na pokus nie je moZné pouZit’
niz8i druh laboratdrnych zvierat (my$, potkan, pretoZe nemaji vyvinuty kaFovy reflex
(prehladne spracované v Coughsensors, I. Handb Exp Pharmacol, 2009, (187,:23-47.
Prieskum databaz ukézal, Ze vzhl'adom na komplexnost’ centralnej nervovej regulacie kasla
nie je mozné pouzit’ modelovanie ani jednoduchsie systémy (bunkové kultiiry a pod.

Overovanie v registroch medzindrodne overenych a uznavanych alternativnych metéd:
Doklad o overovani v databazach je samostatnou prilohou Ziadosti oznagenou ako priloha 3.

2. Redukcia poctu zvierat:



Jednotlivé postupy ¢&i uz na bdelych, alebo anestézovanych zvieratdch budu vykonané na
najnizSom pocte jedincov tak, aby bol vysledok pokusu $tatisticky hodnotitel'ny a data ziskané
z pokusu relevantné. Maximdlny podet zvierat pouZitych v celom projekte bude n=200
jedincov.

Na postupy u bdelych zvierat — kde sa sleduje kaSel sa pouzije 15 jedincov (7 jedincov bude
kontrolnych — nesenzibilizovanych a8 jedincov bude tvorit experimentdlnu skupinu
senzibilizovani ovalbuminom). Pofet n=8 pre experimentélnu skupinu a n=7 pre kontrolnu
skupinu povaZujeme za dolny limit Statistickej relevantnosti hodnotenia vysledkov postupu,
vzhl'adom k vysokej variabilite, ktort moréata v kailovej odpovedi vykazuju.

Na postupy u anestézovanych zvierat bude pouZitych po n=10 jedincov. Pri tejto metodike
postupu ide o chirurgické postupy, ktoré st naroéné na prepariciu aaj pri najvi¢som
sustredeni sa mozZe stat’, z dojde k poskodeniu nervov v oblasti hrtana, alebo poskodeniu cievy
s d’alSimi komplikaciami. Predpokladdme preto, Ze chirurgické postupy mdzu byt’ rizikom,
ktoré by mohli spdsobit’ to, Ze sa zniZi celkovy poéet jedincov, u ktorych bude moZné ziskat
relevantné vysledky vo vztahu k ciefom projektu.

Celkovo sa pouzije 200 jedincov, dospelych samcov, mor&iat Dunkin Hartley
3. Zjemnenie:

Postupy u bdelych moréiat si minimélne traumatizujiice pre zvieratd. Pri vySetreni
ka3l'a v bdelom stave st zvieratd umiestnené v dvojkomorovom pletyzmografe, kde inhalujé
aeros6l kyseliny citrénovej. Tento postup zvieratd znalajii pokojne, hlavne po
predchadzajuce]j adaptécii na tito situdcii (na zadiatku pokusu sa zvieratd minimélne 2 krat
exponuji aerosélu fyziologického roztoku, aby si zvykli na pobyt v pletyzmografe. Inhalacia
kyseliny citrénovej a pobyt v pletyzmografe nespdsobuju zvieratdm bolest’.

Druha cCast postupov sa vykondva v celkove] anestézii uretanom resp.
(ketamin/xylazin) pre kratkotrvajiice mini invazivne chirurgické vykony pouZité na znadenie
neurénov. Zvieratd sa usmrcuji humdénne v silade snariadenim vlady predavkovanim
anestetika.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: nie




Priloha ¢ 1 :%7‘&/(7 73 ’22-4
Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Vplyv losartanu a vildagliptinu na renilne poSkodenie a myogénnu
konstrikciu u potkana po podani doxorubicinu.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

KIi¢ové slova vprojekte ( max 5 slov): losartan, vildagliptin, myogénna konstrikcia,
doxorubicin, proteintria

Uéel projektu*: Translacny alebo aplikovany vyskum

Opisat ciele projektu:

Cielom tohto projektu je objasnit, & CKD (Chronic Kidney Diseases) navodena podanim
doxorubicinu je spdsobend zniZenou rendlnou myogénnou konstrikciou (MC) adi terapia
losartanom, alebo vildagliptinom dokaze normalizovat MC a tym spomalit /zastavit’ rozvoj CKD.

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

Vysledky tejto prace by mohli byt uZitotné pre pacientov lie€iacich sa na rakovinu
doxorubicinom. T4to lietba ma toxicky uéinok na oblicky, kde odakdvame ochranny vplyv
terapie na oblicky.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné pocty:
Potkan (Rattus norvegicus), druh Wistar, samce.

Pocet na celti dobu trvania experimentu: 160 zvierat

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vramci vykonavania
projektu:

Potkanom bude aplikovany doxorubicin intraperitonealne, v nasledku ¢oho potkany vyvini do 7
tyzdilov chronické poSkodenie obli¢iek, ktoré sa prejavuje nadmernou dierézou. Ztoho aj
vyplyva nadmerné pitie vody, ale zvieratd nemajt %iadnu bolest ani diskomfort. Zvieratim bude
merany tlak metédou tail cuff, pri éom s1 fixované vo valci. Na tiito procediru budu zvierata
trénované, aby volne vosli do valca a ostant pokojne pocas celého merania. Potkany budi
umiestnené raz za dva tyZdne do metabolickych klietok, individualne ubytované, sjedlom



avodou, na dobu 24 hodin za t¢elom zbierania 24 hodinového moéu (na stanovenie poskodenia
oblitiek) , &o prinesie zvieratdm l'ahky diskomfort. Po uplynuti 7 ty¥diiov budd zvierat usmrtené
v anestézii exsanguindciou - bez spdsobenia ujmy pred uspatim.

Predpokladana tiroveii krutosti: b) slabé

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zddvodnenie pre¢o sa neméZe pouZit' alternativna
metoda bez pouZitia zvierat).

Nahradenie zvierat nie je moZné, kedZe poZkodenie oblitiek ul'udi/potkanov po podani
cytostatik md komplexny charakter, zahfiia cievne zmeny, ktoré planujeme sledovat.

Experimenty na bunkovych kultirach si v tomto projekte planované, ale ked'e sa jedna hlavne
o sledovanie vplyvu lieéiv na celd oblicku a organizmus ako celok, z hl'adiska
fyziol6gie/farmakoldgie, tento druh 3tddii ani nie je tplny. Tu je sice mo¥né sledovat a
ovplyvilovat' signdlne drahy v jednotlivych renalnych bunkach, ale kede obli¢ka obsahuje
mnoho rdznych typov buniek, ktoré st vzdjomne prepojené je potrebné pozriet sa na
problematiku doxorubicinovej CKD/terapie v $irSom kontexte; zahrntit mozZny vplyv d'al§ich
systémovych elementov. Jedna sa o zistenie G¢asti moZnych regulacnych proteinov a preto v
tomto type projektu nie je mozné pouZit’ ani poéitatové simulacie.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia uréeného pottu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil minimalny moZny polet zvierat)

Na skiimanie protektivneho tiéinku lie¢iv je potrebnych 6 experimentalnych skupin:

1 - kontrola, 2 - doxorubicin, 3 - doxorubicin + losartan, 4 - doxorubicin + vildagliptin, 5 -
doxorubicin + losartan + vildagliptin, 6 - kontrola + losartan, 7 - kontrola + vildagliptin, 8 -
kontrola + losartan + vildagliptin

Znasich predoslych experimentov vieme, %e rozsah po$kodenia obli¢iek po doxorubicine je
znatne variabilny (proteintiria od 50 do 1500 mg/24 hodin), preto je nutny vacsi polet zvierat
v jednotlivych skupinach, ako pri inych experimentoch. Aby bolo moZne experiment nasledné
Statisticky spravne vyhodnotit, navrhujeme 20 potkanov na skupinu - 10 na fixaciu
formaldehydom a histolégiu + 10 na cievne experimenty aostatné organy na metodiky
molekuldrnej biolégie. To znamena 160 potkanov na cely experiment.

Uplatnenie 3R, redukciu poétu zvierat planujeme aviak vyuzit tym, Ze v prelimindrnych
experimentoch na bunkovych kultirach stanovime optimalne davky lie¢iv a tym sa znizi pocet
zvierat (v nasledujicich moZnych experimentoch), ak by davky lietiv neboli dostatoéné. Na



bunkovych kultirach budeme dalej sledovat’ bunkovy mechanizmus poSkodenia a efektu lietiv
na jednotlivych bunkach ktoré tvoria cievny systém.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit' vyber pouZitych druhov zvierat, zddévodnenie pouZzitia zvierata, objasnenie spdsobu
ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonavania postupu tak, aby sa
dosiahli vedecké ciele projektu)

Chceme pouZit samce kmefa Wistar, ktoré su najCastejSie pouzivané na podobny vyskum
amozZno teda porovnat nase experimenty z pracami inych autorov. Tento vedecky problém sa
neda rieSit’ alternatfvne, preto chceme pouZit potkany. Chceme pouzit metédu tail cuff na
stanovenie krvného tlaku. Pri tejto metéde potkany mé%u byt v strese a preto budi na tento
proces trénované. Bude im dovolene vol'ne sa pohybovat vo valci a budi trénované aby pokojne
ostal vo valci pocas merania, ¢o znaéne znf%i stres zvierat z tejto metodiky.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: 4no  nie



Prilchag. 2 ~ 36 mM\\\,w —224
Netechnické zhrnutie projektu

Nézov projektu: Selekcia vhodnych kmeiiov laktobacilov pre pouzitie

Vv probiotickych pripravkoch
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Kriéové slova v projekte (max 5 slov):  Lactobacillus, probiotika,

hypercholesterolémia, butyryicholinesteraza
Ugel projektu™ Translaény alebo apiikovany vyskum

1. zabranenia, prevencie choréb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych

stavov &loveka alebo zvierat alebo ich tcinkov na ludi alebo zvierata,

2. usmerfiovania alebo Upravy regulacie alebo zmeny fyziologického stavu - alebo
fyziologickych procesov ludi alebo zvierat

Opisat’ ciele projektu:

Probiotika st vyuzivané na profylaxiu a zmierfiovanie prejavov niektorych ochoreni
(laktdzova intolerancia, :<nm830_mm63_m35v a udrZiavanie fyziologickej mikroflory v
traviacom trakte a posSve. S ciefom vyselekiovat nové probiotické baktérie pre humannu
resp. veterindru medicinu budeme charakterizovat' 8 kmerfiov laktobacilov, ktoré boli
izolované zo Zalidoénej sliznice jahfata (L. murinus C, L. mucosae D al. reuteri E)
a kozlata (L. reuteri KO4b, L. reuteri KO4m, L. reuteri KOS, L. plantarum KG1 a L. plantarum
KG4). Obe zvieratd mali 3 tyzdne a boli chované na mlie€nej strave. Kazdy z testovanych
kmenov bol jednoznaéne identifikovany pouzitim metgd molekularnej bioldgie, Nukleotidové
sekvencie 16S rDNA kazdého z kmefiov st zaradené do databdzy GenBank. Predkladany
projekt je stéastou Ziadosti o VEGA grant z MSVT SR, ktory je planovany na trojrogné
¢asové obdobie (2014-2016). Prvy rok rieenia VEGA grantu zahfa in vitro experimenty,
ktoré nam umoznia dopinit' doteraj§ie vysledky, ziskané pri- charakterizaci vBetkych 8
kmeriov testovanych laktobacilov. Jednotiivé kmene ocharakterizujeme po mikrobiologicke;,
biochemicke] a Bo_mx:_mﬁ:o-go_omwox@. strénke. KedZe zdraviu prospegné uginky
probiotickych baktérii s kmefiovo Specifické, na zaklade ziskanych vysledkov vyselektujeme

najperspektivnej$i probio icky kmefi pre prax, ktory otestujeme v pokuse in vivo na modeli
1

potkana. Parametre vyberu vhodného kmeria laktobacila: vitalita, adhezivita na eukaryotické
bunky v podmienkach in vitro ain vivo, rezistencia na: pdsobenie Zigovych kyselin,
pésobenie nizkych hodnét PH, rezistencia vogi antibiotikam a chemoterapeutikam,
schopnost’ produkovat’ antimikrébne latky, imunomodulaéné vlastnosti. Niektoré z vyssie
uvedenych parametrov uz bolj opublikované vo vedeckych Easopisoch (Bilkova a kol., 2008;
Bilkova a kol., 2011: Kifiova Sepova a kol., 2011; Kifiova Sepova a kol., 2013). Pre konkrétny
kmen, sa rozhodneme na zéklade najhodnej$ej kombinacie vy$sie uvedenych parametrov.

Na modeli potkana in vivo budeme sledovat' vplyv laktobacilov na metabolizmus
lipidov, otestujeme :<uoo:o_mm»m3_m3mo€ O¢inok a stanovime zmeny v aktivite
ccQQ_n:o__.:mmﬁm&N%

Pri pianovani postupu na zvieratach vychadzame z predpokladov, ze enzym
butyryicholinesteraza (BChE) ma spojitost' s lipidovym metabolizmom (Siskova a kol. 2012) a
niektoré probiotické mikroorganizmy majl schopnost' ovplyviiovat' cholesteroiémiy, Oralne
podavanie probiotik mySiam zniZilo cholesterolémiu o 22 — 33% (Pereira a Gibson 2002),
alebo pésobilo preventivne na vznik hypercholesterolémie y my$i chovanych na strave
bohatej na tuky (Taranto a kol. 2000). Mechanizmus, na zaklade ktorého dochadza po
podani laktobacilov k znizeniy hiadin cholesterolu vplazme nie je stale vysvetieny.
Predpokiada sa, ze pritomnost laktobacilov v €reve znizuje resorbciu cholesterolu v bunkach
érevného epitelu. Potkanom v réznych experimentalnych skupindch budn podavané v
definovanych davkach na tuky bohata strava, fenofibrat a/alebo testovany kmern laktobacila.
V skupine, v ktorej bude zvieratam podavana kombinacia fenofibratu s laktobacilmi
predpokiadame dva rézne mechanizmy znizenia hladin cholesterolu v plazme, ¢o by mohlo
zabezpedit' efektivnejsi vysledok hypolipidemickej terapie.

U potkanov uzivajlcich laktobacily budeme sledovat  moduléciu lipidového
metabolizmu a mozné ovplyvnenie aktivity a expresie BChE. Modelové zvierata pouzifeme aj
na Stadium imunomodulaénych schopnosti laktobacilov.

1 Bilkova, A., Kifiova Sepova, H., Bilka, F., Bukovsky, M., Balazova, A., Bezdkova, L.

Identification of newly isolated lactobacily from the stomach mucus of lamb. Acta

Facuit. Pharm. Univ. Comenianae, 2008, 55, 64-72.

2 Bilkova, A., Kifiova Sepova, H., Bukovsky, M., Bezékova, L.: Antibacterial otential of
lactobacilli isolated froma lamb. Vet. Med., 2011, 56, 319-324,




3 Kinova Sepova, H., Dubnickova, M., Bitkova, A., Bukovsky, M., Bezakova, L.
Identification_and biological activity of potential probiotic bacterium isolated from the
stomach mucus of breast-fed lamb. Braz. J. Microbiol.,2011, 42, 1188-1196.

4 Kihova Sepova H., Bilkova A. Isolation and identification of new lactobacilli from

goatling stomach and investigation of reuteri production in Lactobagillus reuteri
strains. Folia Microbiol. 2013, 58, 33-38.

5 Siskova K., Bilka F., Adameova A., BaldZzova A, Mydla M., Paulikova |. Influence of
lipid imbalance on butyrylcholinesterase activity and biotransformation efficiency.
Pharmazie. 2012 Apr;67(4):345-50. PMID:22570941 (3.7.2013)

8 Pereira DI, Gibson GR. Effects of consumption of probiotics and prebiotics on serum

lipid levels in _humans. Crit Rev Biochem Mol Biol. 2002;37(4):259-81.

PMID:12236466 (3.7.2013)

7 Taranto MP, Medici M, Perdigon G, Ruiz Holgado AP, Valdez GF. Effect of
Lactobacillus reuteri on the prevention of hypercholesterolemia in mice. J Dairy Sci.
2000 Mar;83(3):401-3. PMID: 10750094 (3.7.2013)

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

Selekcia nového probiotického kmena/kmeriov laktobaciloy pre pouZitie vo
vyZivovych doplnkoch Iudi a/alebo zvierat, na Upravu hypercholesterolémie a modulaciu
imunitného systému. Dosiahnutie vytyéeného prinosu je vysoko pravdepodobné, nakolko
v uz realizovanej éasti in vitro testov sme ziskali velmi relevantné vysledky aplikovatelného

charakteru.
Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
Poikan, Rattus norvegicus Wistar — samci 112 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyviujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania

projektu:

Zvierata budd individualne ustajnené, Eo naruduje ich sociaine kontakty, avdak
z dbvodu sledovania prijmu potravy je nutny takyto typ ustajnenia. Vietkym zvieratam sa
zabezpeti dostatocny Zivotny priestor (kiietka 55x35x20 cm). Budu sa navzajom podéut
a priestor v klietkach sa obohati o drevené palicky na Zuvanie a obhryzanie, rarky a Skatule,

umelohmotné skiimavky ~ falkonky.

Postup . = Vprojekte -

PoCas experimentu bude u &asti zvierat potravou bohatou na tuky navodend
hypercholesterolémia. Kazdodenna aplikacia fyziologického roztoku alebo laktobacilov vo
fyziologickom roztoku gastrickou sondou mése predstavovat slabd a? stredne velkd
stresovl zétaZ. Vzhladom na charakter experimentu je nutné podavat presné mnozstva
testovanych laktobacilov  a tiez fyziologického roztoku pre porovnatelnost'
u experimentalnych skupin. Po zadani kiiCovych slov (rat gastric pain probe
compensation*) sme vo vyhladavagi nenasli Ziadny relevantny vedecky ¢lanok o moznosti
kompenzovat' stres pri podavani. Lakiobacily st z toxikologického hiadiska povazované za
inertné. Vzhladom na celkovy disky trvania postupu neodakavame vznik Ziadnych
zdravotnych komplikacii, ktoré by zvieratdm spdsobovali bolest alebo utrpenie. Navyse,

pocas celého postupu budd pod dohladom zazmluvneného veterinara.
Pocas Zivota zvierat neplanujeme Ziadne odbery biologického materilu.

Na konci projektu budd vBetky zvierata usmrtene v celkovej pentobarbitalovej

anestéze, odobratim krvi z brusnej aorty.

Statistické metddy a éuommn sily statistickych testov:

Na vyhodnotenie bude pouzitd Statisticka metdda ANQVA, resp. neparametricky
ekvivalent. Dizajn experimentu predpoklada pougzitie 80% Statistickej sily pre pouZity test.
Pocet subjektov bol stanoveny na zaklade predchadzajicich skisenost, ziskanych na
pracovisku v podobnych §tudiach, vzhfadom na efekt, resp. priemernt odozvy pre dant

intervenénu skupinu a j&j typickd variabilitu,
Predpokladana trovef krutosti:

HODNOTENIE KRUTOSTI POSTUPOV V PROJEKTE

Kategéria

p.o. (Lactobacillus) — sondou
Aplikacia o.nmxo<m:m.~ p.o. (fyziol. roztok) - sondou slabé-stredné
p.o. (tuky, fenofibrat) — v strave

Aplikécia jednorazova i.p. (pentobarbital) slabé
: 4 tyZdne - individuaine X
Ustajnenie . i stredné
Narusenie socidlnych vztahov
Riziko zhorsenia klinického stavu slabé




Spasob eutanazie pentobarbital slabé

. Postupy z hladiska krutosti: slabg-
Celkové hodnotenie =
stredne

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Podla tdajov v literatiire sa mnohé probiotické laktobacily vyznagujt protizapalovymi
a antioxidaénymi vlastnostami ako aj schopnostou priaznivo ovplyviovat parametre
(hladiny
molekularno-biologicke;j

lipidového  metabolizmu cholesterolu a triacylglycerolov). Na zaklade

mikrobiologickej,  biochemicke;j, charakterizacie, ain vitro

experimentov vyselektujeme z testovanych laktobacilov kmefi s najvhodnej$imi vlastnostami
pre potenciondine vyuzitie vpraxi. Tento kmen budeme nasledne testovat' vin vivo
podmienkach na potkanoch. V pokuse sa zameriame na sledovanie vplyvu v potrave
prijimanych laktobacilov na modulaciu hypercholesterolémie a vybranych, biochemickych
a imunologickych parametrov. Kym synteticky fenofibrat ovpiyviiuje primarne metabolizmus
tukov v pedeni na Urovni transkripcie génov, ako mechanizmus hypochalesterolemického
icinku sa u laktobacilov predpokiada zniZenie vstrebavania cholesterolu v ¢reve. V skupine
zvierat, ktoré budts dostavat' laktobacily v kombinacii s fenofibratom by sa mali uplatnit’ oba
uvedené mechanizmy. Nakolko ide o potenciaciu medziorganovych mechanizmov a
predpoklada sa aj zapojenie reguldcie vyludovania cholesterolu na Grovni spétnej vézby, pre

overenie synergistického U&inku je potrebne pouZit zvieracie modely.

V databdzach na internete sme hladali alternativnu metodu, aviak vzhladom na
charakter experimentu nie je moZné pouzit Ziadnu alternativnu metédu okrem testovania na

zvieratach.

Podmienky experimentu je potrebné &o najviac priblizit' realnemu organizmu, nakolko
imunomodulacny a protizapalovy wvplyv laktobacilov si vyZaduje kooperaciu viacerych
obrannych systémov makroorganizmu, sprostredkovanych réznymi typmi buniek. Rovnako
Stidium metabolizmu cholesterolu a triacylglycerolov na drovni komunikacie medzi pecefiou
a tukovym tkanivom, nie je mozné sledovat oddelene na bunkovych kultGrach in vitro.
PretoZe sa jedna o kmene laktobacilov s moznostou vyuzitia v klinicke] praxi, je nutné overit
ich iginky v podmienkach in vivo na zvieracich modeloch. Toto experiment na nezvieracich

modeloch neumoziiuje.

hitp://www.lib.ucdavis edu/dept/animalaltern atives/databaseapproach.php:

Lactobacillus _plantarum strains as potential probiotic cultures with cholesterol-lowering
activity. Huang Y, Wang X, Wang J, Wu F, Sui Y, Yang L, Wang Z. J Dairy Sci. 2013
May;96(5):2746-53. doi: 10.3168/ds.2012-6123. Epub 2013 Mar 15. PMID:23498020
(2.7.2013)

Effects of two Lactobacillus strains on lipid metabolism and intestinal microflora in rats fed a
high-cholesterol diet. Xie N, Cui Y, Yin YN, Zhao X, Yang JW, Wang ZG, Fu N, Tang Y,
Wang XH, Liu XW, Wang CL, Lu FG. BMC Complement Altern Med. 2011 Ju! 3;11:53. doi:
10.1186/1472-6882-11-53. PMID:21722398 (2.7.2013)

Probiotic Lactobacillus rhamnosus GG and Aloe vera gel improve lipid profiles in

hypercholesterolemic rats. Kumar M, Rakesh 8, Nagpal R, Hemalatha R, Ramakrishna A,
Sudarshan V, Ramagoni R, Shujauddin M, Verma V, Kumar A, Tiwari A, Singh B, Kumar R.
Nutrition. 2013 Mar;29(3):574-9. doi: 10.1016/j.nut.2012.09.006. Epub 2013 Jan 1.
PMID:23287067 (2.7.2013)

Effect of dietary inclusion of Lactobacillus acidophilus ATCC 43121 on cholesterol
metabolism in rats. Park YH, Kim JG, Shin YW, Kim SH, Whang KY. J Microbiol Biotechnol.
2007 Apr;17(4):655-62. PMID: 18051279 (4.7.2013)

Effect of administration of Lactobacillus gasseri on serum lipids and fecal steroids in

hypercholesterolemic rats. Usman, Hosono A. J Dairy Sci. 2000 Aug;83(8):1705-11.
PMID:10984145 (4.7.2013)

The hypocholesterolaemic effects of Lactobacillus acidophilus American type culture

collection 4356 in rats are mediated by the down-requiation of Niemann-Pick C1-like 1.
Huang Y, Wang J, Cheng Y, Zheng Y. Br J Nutr. 2010 Sep;104(6):807-12. doi:
10.1017/S0007114510001285. Epub 2010 May 5. PMID:20441669 (4.7.2013)

Hypocholesterolaemic effect of dietary inclusion of two putative probiotic bile salt hydrolase-

roducing Lactobacillus plantarum strains in Sprague-Dawley rats. Kumar R, Grover S,
Batish VK. Br J Nutr. 2011 Feb;105(4):561-73. doi: 10.1017/S0007114510003740. Epub
2010 Oct 6. PMID:20823582 (4.7.2013)

Databaza Anzceart :



> How to Reduce the Number of Animals Used in Research by Improving Experimental
Design and Statistics (2011) (4.7.2013)

> Using Animals in Science > Balancing Harm & Benefit (4.7.2013)

http://www.nchi.nim.nih.gov/ ubmed:

Effects of consumption of probiotics and prebiotics on serum lipid levels in humans. Pereira
DI, Gibson GR. Crit Rev Biochem Mol Biol. 2002;37(4):259-81. PMID:12236466 (3.7.2013)

Effect of Lactobacillus reuteri on the prevention of hypercholesterolemia in mice. Taranto
MP, Medici M, Perdigon G, Ruiz Holgado AP, Vaidez GF. J Dairy Sci. 2000 Mar;83(3):401-3.
PMID:10750094 (3.7.2013)

Influence of lipid imbalance on butyrylcholinesterase activity and biotransformation efficiency.
Siskova K., Bilka F., Adameova A., Balazova A, Mydia M., Paulikové |. Pharmazie. 2012
Apr;67(4):345-50. PMID:22570941 (3.7.2013)

2. Redukcia poétu zvierat:

Pocet subjektov, 14 pre kazdr) skupinu, zohladriuje predoslé skisenosti potvrdené a
priori vypoétom ocakavanej sily &tatistického testu pri zohfadneni individuainej variability pre
stanovenie Sirokého spektra parametrov lipidového metabolizmu, markerov oxidaéného
poskodenia lipidov a inych vyznamnych makromolekdl, ako aj vybranych prozapalovych
markerov a parametrov vrodenej imunity, ktory je mozné Statisticky verifikovat,

3. Zjemnenie:

Pogas Zivota zvierat nie su v postupe naplanované Ziadne odbery biologického
materidlu. Vzorky tkaniv a organov budu odobraté na konci postupu po usmrteni zvierat v
celkovej anestéze pentobarbitalom (i.p. 60 mgl/kg, 2,5% roztok).

Zvieratd budl podas trvania celgho experimentu monitorované a v pripade zistenia
nevhodnych neoakavanych udalosti bude experiment ukonceny a nasledne prediozeny
novy projekt tak, aby sa znizil pocet pouzivanych zvierat.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu:

nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu L€ 4 g /13 =2 AN

Nizov projektu: Uloha kalsequestrinu v lumindinej reguldcii ryanodinového receptora v srdci.

Kracové slova: ryanodinovy receptor, kalsequestrin, lumindiny Ca™, idénovy kandl

1. Uéel projektu

Hlavnym cielom projektu je systematicky preskimat dlohu kalsequestrinu (CSQ2) v lumindinej reguldcii
ryanodinového receptora (RYR2) v srdci a zdroveri definovat jej fyziologicku relevanciu. Tento typ reguldcie sa
v poslednych rokoch skiima ako potencidina molekuldrna pricina niektorych zdvaznych srdcovych arytmii,
a preto vsetky poznatky v tejto oblasti priamo alebo nepriamo prispievaju k urychleniu vyvoja novych stratégii v
lieCeni srdcovych arytmii.

2. Ciele projektu:

Kontrakcia srdcovych svalovych buniek nastdva po masivnom uvolneni Ca?* z cisterien sarkoplazmatického
retikula (SR) cez aktivované RYR2 kandly. Hlavnym fyziologickym aktivdtorom RYR2 kandlov je Ca*, ktory sa
navdzuje na objemnu cytozolicki doménu. Déleitd ulohu véak zohrdva aj lumindina reguldcia, ktord je
sprostredkovand vizbou Ca® na minoritnd lumindinu ast RYR2 kandla. Doterajsi vyskum naznacuje, e
kalsequestrin (CSQ2) ako hlavny Ca®* viaziici protein v SR by mohol pinit dlohu Ca** senzora pre RYR2 kandl.
“Tuto hypotézu podporuje aj blizka lokalizdcia tychto proteinov v bunke, ¢o vedie k vytvoreniu objemného
kandlového komplexu. Nasim ciefom je systematické preskimanie tlohy €SQ2 v lumindinej requldcii RYR2
kandla spojenim elektrofyziologického a biochemického pristupu, &m by sme chceli prispiet k detailnému
- pochopeniu molekuldrneho mechanizmu funkénej komunikdcie medzi CSQ2 a RYR2 kandlom z biofyzikdlneho
ako aj fyziologického hladiska.

3. Prinos z vykonaného projektu

Reguldcia RYR2 kandla lumindinym Ca* sa v poslednych rokoch stala velmi atraktivnou oblastou vyskumu
reguldcie RYR2 kandla, pretoZe sa predpokladd, e Jjej naruSenie by mohlo byt zodpovedné za generovanie
zdvaZnych srdcovych arytmii vyvolanych bud mutdciami na RYR2 kandli alebo na C5Q2. Cielom nasej prdce je
detailné preskimanie ulohy CSQ2 v lumindinej reguldcii RYR2 kandla v &irokom spektre experimentdlinych
podmienok, ktoré pokryvaju aj fyziologicky relevantni oblast. Prinos nasej prdce vidime aj vspojeni
elektrofyziologického a biochemického pristupu, &im sa vyrazne eliminuje intuitivne interpretovanie vysledkov.
V tomto ohlade by nase vysledky okrem ziskania kvalitativne novych informdcii mohli prispiet aj k zrevidovaniu
doteraz akceptovaného ndzoru na dlohu CSQ2 v lumindinej reguldcii RYR2 kandla.

4. Druhy poufzitych zvierat a ich predbeiné poéty

Na skumanie funkcie RYR2 kandla je potrebné izolovat mikrozomdine vzorky zo srdcového tkaniva. V nasich
projektoch pouZivame laboratérnych potkanov. Srdce vyberdme a po uvedeni potkana do celkovej anestézie a
ndslednej dislokdcii krénych stavcov, &m  déjde k rychlemu usmrteniu zvierata. Protokol na izoldciu
mikrozomdnych vzoriek s RYR2 kandlmi sme upravili tak, aby sme dosiahli maximdiny vytaZok. Projekt bol
optimalizovany z hladiska poctu pouZitych potkanov a pldnovany poéet na celii dobu rieienia projektu je 72.

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

Vrdmci celého projektu je jedinou ujmov rychle usmrtenie anestetizovanych potkanov dislokdciou krénych
stavcov s ndslednou exciziou srdcového tkaniva, ktoré potrebujeme ako zdroj mikrozomdlnych vzoriek na
skumanie funkcie RYR2 kandlov.



6. Predpokladana vroveii krutosti

Klasifikdcia krutosti pldnovanych postupov podla prilohy & 4 nariadenia viddy Slovenskej republiky ¢. 377/2012
Zz. je ,bez moZnosti zotavenia®. Rychlu smrt potkanov spésobime dislokdciou krénych stavcov po uvedeni do
celkovej anestézie.

7. Uplatiiovanie zasad 3R

pozZiadavka nahradenia

Funkcia RYR2 kandlov.sa dd v urcitych 3pecifickych pripadoch skimat aj na rekombinovanych kandloch, na
expresiu ktorych je najvhodnejSia bunkovd kultira HEK293. V nasom pripade viak nie je moZne tuto
alternativnu metodu poufit, pretofe RYR2 kandl je in vivo spojeny s réznymi asociovanymi a pomocnymi
proteinmi, pricom niektoré z nich su uZ zndme, iné zatial nie. V bunkovych linidch ako ndhradnych zdrojov
iénovych kandlov sa syntetizuje RYR2 kandl osamotene bez pomocného proteinového komplexu. Nami skimany
regulatny mechanizmus je vsak sprostredkovany asociovanym proteinom CSQ2, ktory sa v HEK293

“nesyntetizuje. Z tychto dévodov potrebujeme pracovat s RYR2 kandlom, ktory md na sebe navigzany €SQ2 ako

aj ostatné fyziologicky relevantné asociované proteiny a to dokdZeme zabezpeéit iba tak, e RYR2 kandl
izolujeme z jeho prirodzeného prostredia (svalovej bunky srdca).

poZiadavka obmedzenia

Protokol na izoldciu mikrozomdnych vzoriek s RYR2 kandlmi sme upravili tak, aby sme dosiahli maximdiny
vytaZok. Projekt bol optimalizovany z hladiska poctu pouZitych potkanov. Minimdiny polet na jednu izoldciu st
4 potkany, pocet izoldcii potrebnych na dosiahnutie relevantnych vysledkov je priblizne 18. Pldnovany poéet
potkanov na celu dobu riesenia projektu je teda 72.

poZiadavka zjemnenia

V nasich projektoch Standardne pouZivame ako zdroje srdcového tkaniva potkany, aj ked' je zndme, Ze lepsimi
modelmi funkcie a stavby ludského srdca je srdce psov alebo osipanych. Na molekuldrnej drovni sa viak rozdiely
vo funkcii a reguldcii RYR2 kandla v skupine cicavcov neocakdvaji a preto sme zvolili ako zdroj srdcového
tkaniva menSich cicavcov — potkany. Aby sme minimalizovali bolest, utrpenie a strach potkanov pocas vpichu
anestetika pouZivame tenké ihly, ktoré si uréené pre diabetikov. Srdce vyberdme a# po navodeni celkovej
anestézie a ndslednej dislokdcii krénych stavcov, &im zabezpecime rychle usmrtenie s najmensou mierou bolesti.

7. Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: ano

Podla § 37 nariadenia vlddy Slovenskej republiky ¢ 377/2012 Z.z. ods. 3 sa spdtné posudenie projektu
nevyZaduje, lebo projekt zahfria iba postup usmrtenia zvierat klasifikovany ako ,,bez moZnosti zotavenia®.




Priloha ¢&. 2
Netechnické zhrnutie projektu 36 S Q/ 73 224

Nazov projektu: Stidium molekuldrnych mechanizmov biologickych uinkov H,S
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu:

Kl'acové siova v projekte:

krvny tlak, regulaéné mechanizmy, sirovodik (H,S)

Ugel projektu: zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

Poznavanie pri€in vysokého krvného tlaku poméha v hl'adani novych preventivnych i
terapeutickych postupov na lie¢enie vysokého krvného tlaku. Aby vSak bolo mozné podchytit’
jednotlivé chorobné procesy, je potrebné najskor spoznavat' zdkladné mechanizmy a
vzéjomné vztahy medzi reguldciou a funkciou srdcovo-cievneho systému. Priklad tejto
nevyhnutnosti je zachyteny v nedédvnych $tididch zameranych na riefenie novych postup pri
lietbe vysokého krvného tlaku, v ktorych sa uvadza ako farmaceuticky perspektivnou cestou
liecby, vyvin liediv na baze uvolnenia H,S. Avsiak mechanizmy, akymi uskutoéiiuje H,S
svoje signdlne tlohy v srdcovo-cievnom systéme, st popisané nedostatodne alebo chyba
poznanie na hlbSej fyziologickej trovni. Ciele projektu st zamerané na ziskanie detailnejsich
poznatkov o regulaénom pésobeni HyS v srdcovo-cievnom systéme, s dérazom kladenym
na identifikdciu mechanizmov tohto pdsobenia. Uéelom je nielen rozvintit poznanie H,S ako
fyziologickej signdlnej molekuly, ale skiimanim vlastnosti podanych donorov H,S vytvorit
predpoklady budovania stratégie pre vyber do organizmu dodanych latok uvoliujucich H,S.
Stanovené ciele chceme dosiahnut’ posunutim trovne charakterizdcie biologického ti¢inku
HyS zo systémovej - sledovanim hemodynamickej odpovede, cez tkanivovii - sledovanim
kontrakéno-relaxaénej svalovej odpovede aorty, az k molekuldrnej - sledovanim reakcie
i6novych kanalov, predovSetkym aniénovych kandlov mitochondrii, pochadzajicich z
r6znych tkanivovych §truktir potkana.

Prinos z vykonaného projektu:

Prinos projektu vidime v poskytnuti detailnejsieho popisu reguladného pbsobenia H,S
v srdcovo-cievnom systéme, ktory spolu s charakterizéciou uéinku H,S vo vztfahu k jeho
uvolifiovaniu z vybranych donorov, mdZe prispiet’ k vytvoreniu kritérii pre navrh vhodnej
latkovej Struktiry, vyznadujucou sa silnou fyziologickou relevanciou.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné potty:

Potkan laboratérny: a/ kmeti Wistar v navrhovanom poéte 174 jedincov za obdobie 3 rokov
b/ kmeti SHR v navrhovanom podte 54 jedincov za obdobie 3 rokov



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

Pred uskutognenim postupov na zvieratdch bude uzivatelom sledovany zdravotny stav
a komfort zvierat, nebude im spbsobend zbytoénd bolest, strach ani utrpenie. Postupy
zamerand na ziskanie organov su spojené s usmrtenim zvierata prestrihnutim miechy, ktoré je
vykondvané v celkovej anestéze navodenej intraperitonedlnym podanim anestetika. Postup
zamerany na kontinualne sledovanie hemodynamickej odpovede modelu prebieha v celkovej
anestéze navodenej intraperitonedlnym podanim anestetika a po jeho ukondeni je zviera
usmrtené predavkovanim anestetikom.

Predpokladana uroveri krutosti:

Podla klasifikdcie krutosti postupov ustanovenej § 14 prisluiného predpisu* su
postupy vykondvané v projekte zahrnuté do kategérie "Bez moZnosti zotavenia".

Uplatfiovanie zésad 3R
1. Nahradenie zvierat:

PretoZe projekt je postaveny z velkej asti na sledovani $pecifickych ukazovatelov
spojenych so zloZitym biologickym systémom, integrujicim viacero uplatiiujicich sa
faktorov, nie je mozZné pristupit k nahradeniu za teoreticky alebo nizsi biologicky
experimentdlny model. V pripade $tidie iénovych kandlov nie je mozné vykonaf
charakterizaciu na in vitro modely, pretoZe bunkové kultiry nemaju typovo potrebni expresiu
i6novych kanalov a modulaénych proteinov, a preto je nutné ich ziskat’ v originlnej podobe
zo Zivého organizmu.

2. Redukcia poctu zvierat:

Navrhnuty poet laboratérnych potkanov na celé obdobie rieSenia projektu zodpoveda
naro¢nosti experimentdlnych postupov a $pecifickym potrebdm zadefinovanych cielov.
Jednotlivé protokoly st posudzované a optimalizované pre poZiadavku redukcie poétu zvierat
na minimum v stlade s nenaruSenim dosiahnutia cielov projektu a poskytnutim déveryhodne;
vypovednej hodnoty $tudie.

3. Zjemnenie:

Laboratérny potkan je Standardny objekt, ktory sa celoploine vyuZiva pri $tidiu
Struktirnych a funkénych vlastnosti srdcovo-cievneho systému, &o vytvéra predpoklady pre
nélezit¢ porovnavanie vysledkov medzi laboratériami. Z proporénych vlastnosti dobre
vyhovuje technickym poZiadavkdm pouZitia nafich experimentalnych metéd, ako aj poskytuje
moZnost” vySSieho vytazku vzorky pre $tudium idnovych kanalov. Zvieratd v obdobi od
dodania aZ do zaradenia do stanovenych postupov (vratane obdobia karantény) budu



umiestnené v, na tento Ggel schvalenej, klimatizovanej miestnosti /zverinci/ a kontrolované
osobou zodpovednou na starostlivost’ o zvieraté a ich dobré ¥ivotné podmienky.

Cinnost’ stvisiaca s manipuldciou so zvierafom pred uskuto&nenim postupu, vratane
intraperitonedlneho podania anestetika, bude prevadzani sumyslom vyhnit sa resp.
minimalizovat’ bolest’ a stres, ktoré by mohlo zviera touto &nnostou pocitovat. Dalgie
vykony na zvierati si uskutoinené v celkovej anestéze, priCom zviera je usmrtend
v bezvedomi.

Projekt bude podliehat op&tovnému schvalovaniu: are  nie
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Netechnické zhrnutie projektu podla §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia vlady SR €. 377/2012

Nazov projektu:
Uloha chemokinov pri visceralnej aferentnej hypersenzitivite vyvolanej ezofagitidou

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Klti€ové slova v projekte ( max 5 slov): eozinofilna ezofagitida, paZerak, nociceptor, bolest,
chemokiny

Ucel projektu”: Zakladny vyskum, (translagny)

Opisat ciele projektu:

Eozinofilnd ezofagitida (EoE) je alergické ochorenie paZeraka charakterizované symptdmami,
ktoré su kompletne (abdomindlna bolest, palenie zahy, zvracanie) alebo Ciastoéne (dysfagia,
dyspepsia) sprostredkované aktiviciou aferentnych nervov. Symptomatologickd lie¢ba EoE je ¢asto
neefektivna, preto s nutné nové latky na inhibiciu aferentnych nervov a dtim tychto symptémov.
PretoZe EoE md alergicko-imunologicku etiolégiu, EoE je idedlnym modelom $tudia hypersenzitivity
visceralnych aferentnych nervov vyvolanych chemokinmi. Lepéie pochopenie tychto mechanizmov
mad vyznam aj pre dalSie viscerdlne zdpalové ochorenia. Predpokladame, Ze produkcia chemokinov pri
EoE prispieva k aferentnej hypersenzitivite cez chemokinové receptory s aktivaciou signalnych dréah
na TRP (Transient Receptor Potential) kandly. Uvedent hypotézu budeme &tudovat kombinaciou
metodik: elektrofyzioldgiou individualneho nervového vidkna a metodikou single cell RT-PCR a gRT-
PCR v nasom novom modeli masivnej paZerdkovej eozinofilnej infiltracie analogickej s humdannou
EoE.

Predpokladdame, Ze pri EoE paZerdkové aferentné nervy 1) sa vyznaduji zmenami
manifestovanymi mechanickou a chemicku hypersenzitivitou, 2) zacinaju exprimovat receptory pre
chemokiny spbsobené zédpalom paZeraka. Dalej predpokladdme, %e chemokinmi vyvolana senzitizacia
a aktivacia paZerakovych aferentnych nervovych podtypov je mediovana cez TRP (Transient Receptor
Potential) kanaly.

Nasa hypotéza je adresovand na nasleduijlce ciele:

1. ciel - optimalizovat model EoE a charakterizovat mechanickG a chemicku hypersenzitivitu
paZerdkovych aferentnych nervovych podtypov (vagové — plakodalne (noddzne), neurokrestdlne
(vagové jugularne a spinalne) nociceptory a mechanosenzory).

2. ciel — vyhodnocovat expresiu chemokinov v zapalenom pazeraku a ich receptorov v aferentnych
nervovych podtypoch v modeli EoE.

3. ciel — skdmat iénové kanaly zodpovedné za hypersenzitivitu v paZerakovych aferentnych nervoch
indukovand chemokinmi. Vietky chemokinové receptory viaZuce sa na G-protein cez signdlne dréhy
aktivuju idnové kandly a tak indukuji senzitiziciu a/alebo aktivéciu aferentnych drah. V tomto cieli
budeme hodnotit expresiu a tlohu iénovych kandlov zrodiny TRP (Transient Receptor Potential)
kanalov.

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

Testovanim nadich hypotéz olakdvame 1) identifikdciu adenozinovych receptorov
sprostredkujucich aktivaciu a senzibilizéciu paZerakovych nociceptivnych podtypov v modeli EOE a 2)
prispiet k mechanistickému pochopeniu viscerdinej nociceptivnej moduldcie cez receptory spriahnuté
s G-proteinom. Nade oakédvané vysledky budd potom relevantné pre rozirend skupinu visceralnych
ochoreni (funkénd visceralna bolest, Specificky funkéné pélenie zahy a bolest z paZeraka). V tejto
suvislosti  identifikicia adenozinovych receptorov zodpovednych za zvySenie paZerdkovej
nociceptivnej aktivity (1. ciel) méze mat relativne okamiZité uplatnenie. Pretofe beiné selektivne
adenozinové receptorové agonisty su vidy pristupné pre klinické $tddie, a teda klinické &tddie mo3u

13



byt navrhnuté u pacientov s funkénym palenim zéhy a bolestou paZeraka a hrudnika podfa nagich
vysledkov. Dalsou cennou informdciou je, e TRPA1 receptorové antagonisty schvalené pre klinické
Studie budu pravdepodobne pristupné v dohfadnom &ase a mdZzu byt pouzité v paralelnych $tadiach
podfa nasich vysledkov v 3. cieli zameranych hlavne na Glohu TRPA1 receptora.

Ocakdvame, Ze nade vysledky budl mat tieZ $irSie uplatnenie pre nociceptivny (bolestivy)
signalny systém aktivovany prostrednictvom GPCR (receptory spriahnuté s G proteinom). Va&sina
zapalovych molekul je aktivdtorom GPCR. Existuje niekolko GPCR receptorov (typicky spriahnuté s G-
proteinom ako je bradykininovy B2 a adenozinovy Al receptor, nase predbe?né data) evokujucich
nociceptivnu aktivaciu a/alebo senzibilizéciu cez relativne limitovany set iénovych kanalov (CLCA
a TRP kandly). Preto farmakologické latky cielene pdsobiace na tieto kanaly mézu mat SirSie vyusitie
pri liecbe bolesti a ziskané vysledky v tomto projekte mdZu poskytnat nové a vyznamné pochopenie
mechanizmu GPCR vo visceralnych nociceptoroch (receptory spriahnuté s G proteinom).

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
Morca domace, outbredné, Dunkin Hartiey, samce, predbeZne 458/4roky

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

Postupy tohto druhu sa v literatdre neuvédzaju. Nie je znamy a validovany model eozinofilnej
ezofagitidy u morciat. Planovany pokus je minimalne traumatizujtci v zmysle senzibilizicie (injekcia
ovalbuminu) a kratkodobej inhalacie alergénu (ovalbumin). V snahe vyhnat sa moZnej anafylaktickej
reakcii, zvieratd si premedikované antihistaminikom pred inhalaciou alergénu. Poéas inhalcie
v plastikovych boxoch je pozorovana individualna variabilita, u niektorych mor&iat méie byt
pozorované prechodne zrychlené dychanie, ktoré po ukonéeni inhaldcie cca 5 min sa upravi do
normalu .

U senzibilizovanych zvierat sa v krdtkodobej anestéze vykond velmi etrny minimalny
chirurgicky zakrok pri retrogrddnom znaéeni, rana bude 3tandardne oSetrend a zvieratd budu
udrziavané vo zverinci s najvdcSou starostlivostou do dvoch tyZdfiov. Podla protokolu a &asového
harmonogramu budd zvieratd usmrtené vykrvdcanim po predchadzajicej anestézii ketamin/xylazin
(predavkovanim anestetika), pripadne inhalaciou CO2 av pokuse sa bude dalej pracovat u: len
s tkanivom.

Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizacii projektu pouZivame dlhodobo a velmi sa
osvedCili v rdmci rieSenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych uloh, metodika senzibilizicie
morciat je velmi dobre tolerovand a taktieZ mor¢atd sa velmi dobre zotavuju po kratkodobej
ketamin/xylazinovej anestézii, po prebudeni rychlo nastupuje motorickd aktivita a po hodine st Gplne
¢ulé so zdujmom o krmivo a vodu. Zhor3eny zdravotny stav ofakdvame vynimoéne u senzitivnych —
precitlivelych zvierat, alebo uzvierat s primarne zhorSenym zdravotnym stavom. Pokusy s
pripravené tak, aby sa maximalne vylicil strach, zbytoéna bolest a utrpenie pokusnych zvierat a aby
boli zvieratd vyuZité huménne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov, ktoré mézu
pozitivne obohatit farmakoterapiu. Velkd pozornost bude zameranad na adaptéciu s persondlom
a laboratérnym prostredim.

Predpokladand troven krutosti:

- slabé — modelovanie eozinofilnej ezofagitidy

- slabé - retrogrddne znagenie neurdnov inervujticich pazerak — maly chirurgicky zékrok v kratkodobej
anestéze (cca 1cm koZna incizia v krénej oblasti na exponovanie paZeraka — injekcia Dil mikropipetou
do steny pazeraka cca 20pl). Pozn. Aj napriek tomu, Ze chirurgicky zékrok je klasifikovany ako stredny
stupen krutosti, v naSom pripade nejde o zévainy chirurgicky vykon ako je popisané v bode 2.Stredné
- pismeno c (zvieratd uz po hodine st ¢ulé s dobrou motorickou aktivitou a prijmom potravy

- bez moinosti zotavenia zvieratd pre nasledujice metodiky, scRT-PCR a qRT-PCR
a elektrofyziologické 3tadie, sU usmrtené exsanguindciou po predchadzajucej anestéze
ketamin/xylazin (preddvkovanim anestetika) alebo inhaldciou CO, apotom sa ui pracuje len
s tkanivom.
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Uplatriovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zdévodnenie poutZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdZe poufit alternativna metdda
bez pouzitia zvierat)

Tento projekt nie je moiné vykonat bez poufitia tychto Specifickych zvierat na $tudium
neuronov z periférnych nervovych ganglii. preparat so zachovanym intaktnym végovym nervovym
systémom inou alternativnou metddou. Moréa domace je jeden z najrelevantnej§ich modelov
aferentnej inervdcie vnidtornych orgdnov &loveka. Alternativne metody na Studium vagovej
aferentnej hypersenzitivity neexistuju. Nie je mozné pouZit niZsi laboratdrny Zivotidny druh, pretoze
nizSie laboratdrne druhy (my3$ a potkan) maju odliénd bioldgiu kfuCovyvh buniek eozinofilného-
alergického zépalu obzvld3t mastocyov-Zirnych buniek, ktoré su kitcové pre moduldciu aferentnych
nervovych drah (Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2007 Oct;293(4):G850-6. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol. 2009 Jul;297(1):G34-420. Prieskum databaz ukdzal, ze vzhladom na
komplexnost jednotlivych typov aferentnych védgovych nervovych drdh nie je mozné pouzit
modelovanie ani jednoduchsie systémy (bunkové kultary a pod.)

2. Redukcia poétu zvierat:
(Zdévodnenie pouZitia uréeného pottu zvierat, akym spbsobom sa poufije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa poutil minimélny moZny poéet zvierat)

Z nasich predchadzajicich $tadii, kde sme poutili uvedené metodiky sme zistili, Ze poéty
postupov tak ako su Specifikované v protokole st nevyhnutné (minimalne) na hodnoverné (3tatisticky
signifikantné) zachytenie predpokladanych efektov na dosiahnutie nagich cielov. Dalgie zniZovanie
poctu zvierat v postupe je spojené s rizikom falogne negativnych alebo falosne pozitivnych vysledkov,
ktoré by potenciélne viedli k neopodstatnenym postupom na dalich zvieratach. Inymi slovami, poéty
zvierat pri jednotlivych pokusoch s vybraté tak, aby minimalizovali celkovy poéet pokusov
nevyhnutnych na dosiahnutie ciefov projektu. Hlavnym dévodom pre nevyhnutné minimdlne polty
zvierat je biologicka variabilita odpovedi aferentnych viakien a expresie Studovanych génov. Podet
zvierat je tieZ maximalne redukovany logistikou pokusov, t.j. pouZitim minimalne mozZnej (jednej)
kontrolnej skupiny pre vietky skupiny s testovanymi ldtkami. S ohfadom na kvalitu Zivota zvierat, ale
aj limitované financovanie a ¢asovd naroénost experimentov a ich analyzy je v naSom najlepiom
zaujme vykonat ¢o najmenej experimentov na ziskanie interpretovatefnych vysledkov a pouiit ¢o
najmenej zvierat na ziskanie validovanych déleZitych poznatkov nevyhnutnych pre pochopenie
mechanizmov choréb a vyvoja novych liediv u pacientov s alergickou ezofagitidou.

3. Zjemnenie: .
(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zd6vodnenie poufZitia zvierata, objasnenie spésobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)
Metodiky na elektrofyziologické a RT-PCR $tudie u morcata sa vyvijali a vylep3ovali (refinement) v
obdobi poslednych viac ako 15 rokov a st v stlade s najnovsimi poznatkami o aferentnej
neurofyziol6gii a najmodernejsimi celosvetovymi metédami na ich &tadium.

Modelovanie eozinofilnej ezofagitidy

Pldnovany postup pri modelovani eozinofilnej ezofagitidy je miniméalne traumatizujdci
v zmysle senzibilizécie (injekcia ovallbuminu) a kratkodobej inhaldcie (5 min) alergénu (ovalbumin).
Senzibilizované moréatd si potom umiestnené do centrdlneho zverinca so $tandardnou
starostlivostou v stlade s platnou legislativou. Neoakdvame anafylaktick reakciu, pretoZe zvierata
budi predlie¢ené antihistaminikom.

Retrogrddne znacenie paZerdkovych neurénov

V kratkodobej celkovej anestéze (ketamin-xylazin) sa za sterilnych podmienok malym koZnym
rezom (cca 1cm) exponuje paZerdk a retrogradny tracer Dil (0.1%, 2 x 10pl) sa pomocou mikropipety
injikuje do svalovej vrstvy paZeraka. Rana bude étandardne oSetrend, zviera sa sleduje a po odzneni
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anestézy sa premiestni do Centralneho zverinca JLF UK a bude udrfiavané vo zverinci s najvacsou
starostlivostou do dvoch tyZdriov.

Podla protokolu acasového harmonogramu pred pouzitim metodiky extraceluldarnej
elektrofyziolégie a RT-PCR zvieratd budd usmrtené preddvkovani anestetika alebo inhaldciou Cco,
a v pokuse sa bude dalej pracovat uz len s tkanivom.

Pocas experimentu je zabezpe&eny komfort zvierata, minimalna manipuldcia, koZny rez je
minimalny, rychle hojenie, takZe zvierata nie st traumatizované a pripadna bolest je len minimdlna.

V3etky aktivity stvisiace s postupmi budeme vykondvat v stlade s platnymi zékonmi a
nariadeniami o starostlivosti o laborat6rne zvierata, aby sme zabezpetili humanne zaobchédzanie so
zvieratami, v zdujme odburavania stresu zvierata budu adaptované na personal alaboratérne
podmienky e3te pred samotnym vykondvanim postupov. Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri
realizacii projektu pouzivame dlhodobo avelmi sa osvedéili v rémci rieéenia predchadzajucich
vedecko-vyskumnych dloh. Vysledky ziskané tymito metédami boli publikované mnoZstvom prac
a prezentované na mnohych odbornych férach nielen doma ale aj v zahranigi. Postupy su pripravené
tak, aby sa maximdlne vylGcil strach, zbytoénd bolest a utrpenie pokusnych zvierat a aby boli zvierata
vyuZité huménne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov prispievajtcich k efektivnej
farmakoterapii.

2.
)

Projekt bude podliehat opiatovnému schvalovaniu: ano
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Netechnické zhrnutie projektu
Stanovenie akiitnej toxicity na potkanoch po i. v. podani.

Ciel’

Ciel' tejto Stadie je ziskat informacie o akiitnej toxicite latky APOSEC (sponzor
APOSCIENCE AG Mariannengysse 14 1090 Viena, Austria) stanovenim
Maximélne Tolerovanej Davky MTD na potkanoch po i.v. podani do chvostovej
vény zvierat. Hodnoti sa prezitie, klinické priznaky toxicity, zniZenie telesnej
hmotnosti a pitevné nalezy. V pripade pozitivaych nalezov je moZné po dohode so
zadavatefom vyhodnotit’ histopatologické parametre postihnutych organov.
Predklinické hodnotenie toxicity potencidlneho lieku Jje podmienkou na jeho posun
na klinické skusky a registraciu lieku.

Postup

PredStadia - Sighting study

Ugelom i ghting study™ e vybrat’ vhodné davky pre hlavny test. V tomto teste je
len jedno zviera aplikované vybranou davkou. Déavka sa zvySuje v logaritmickom
meritku, az kym st pozorované evidentné priznaky toxicity okrem piloerekcie,
hna&ky a neupraveného vzhl'adu. Potom sa eskalacia zastavi a vyberti sa davky pre
hlavny test. Eskalacia davok je dana progrsnym faktorom Py, ¢islo, ktorym
nasobime alebo delime predchadzajiicu daviku v zévislosti na odpoved’ na
predchéadzajucu daviu.

Hlavny test

Na stanovenie MTD sa pouZivaji skupiny o piatich zvieratich a 4 — 5 davkovych
hladin. MTD sa stanovi z rozsahu davok medzi LOEL a FEL vid’ obrazok 1. Po
Jjednorazovej intravenoznej aplikécii sa zvierata pozoruji pocas 4 hodin a potom
denne podas 14 dni. Po skondeni pozorovania sa vietky zvierata podrobia detailnej
pitve. Pozorovanie minimalnych, miernych alebo evidentnych priznakov aspoti v
Jjednej davkovej hladine umozfiuje stanovenie MTD.

Obrazok 1

Spektrum biologickych odpovedi v vzostupnom poradi

Adaptivna
Bez Fyziologicka Evidentna
Odpovedi — Odpoved — Minimalna ~  Miemna — Toxicita
! ! l l l
NOEL NOAEL LOEL LOAEL FEL

* NOEL ~ No-Observed-Effect-Level - hladina, pri ktorej nie sii pozorované priznaky

* NOAEL - No-Observed-Adverse-Effect-Level — hiadina, pri ktorej nie st pozorované nepriaznivé
priznaky

* LOEL - Lowest-Observed-Effect-Level — najnizia hladina, pri ktorej sit pozorované priznaky

» LOAEL - Lowest-Observed-Adverse-Effect-Level — najnizsia hladina, pri ktorej st pozorované
nepriaznivé priznaky

-y gr_ve

<z §
* FEL - Frank-Efreu-Level - hladina pri ktorej sii pozorované zretelne priznaky

Testovaci systém

Experimentilne zvierati
Potkan Wistar: 35 samcov 35 samic - 5 zvierat na sighting study, 25 zvierat na'5

davkovych skupin a 5 zvierat - kontrolna skupina z kazdého pohlavia
Inicidlna hmotnost 170 — 190g
Dodavatel zvierat : Velaz Praha, CZ

ldentifikdcia zvierat bude zabezpedena oznadenim fixom na chvoste zvierat s
oCislovanim vanic s uvedenim pohlavia, davky a détumom aplikécie.

Zvieratd budn ustajnené v klimatizovanej miestnosti experimentalneho zverinca
v typizovanych vaniciach, v skupinach po 5 zvierat, podrla pohlavia na podstielke
(hoblovance). Hygiena ustajfiovacich priestorov a ogetrovanie zvierat podla
Zéasad SLP (2) kap. 5 a SPP (3). Teplota miestnosti bude udr¥iavana v rozpiti
20 - 24°C a relativna vihkost' vzduchu v rozmedzi 55 + 10 %. kratkodobo méze
byt aj vySSia v Case Gistenia miestnosti. Svetelny rezim (6~18h svetlo, 18-6h tma
(3.4). Na konci pokusu budt vietky zvieratd humanne utratend cervikalnou
dislokéciou

Diétu
Podavana bude Standardna certifikovana laboratérna strava, ktora je rutinne
analyzovand vyrobcom na nutriéné komponenty a kontaminanty.

Voda
Ad libitum,

5.2.1.5 Aklimatizicia
Minimélne 5 dni pred zadatim experimentu

Klinické pozorovanie
V def aplikacie budeme sledovat’ reakciu na podanu latku a spravanie zvierat.
Tieto pozorovania budeme robif denne v priebehu 14 dni. Hmotnosti zvierat

budeme zaznamendvat raz tyzdenne (1).

Oblasti pozorovania

Koza a srst, ofi, mukézy, respiradny systém, cirkulaény systém, CNS,
somatomotorickd aktivita a spravanie (tremor, kfée, slinenie, diarhoea, letargia,
spanok, kéma) &as individudlneho thynu.

Dévodom pre predéasné utratenie zvierat sii silné bolesti, alebo utrpenie zvierata.
Tieto pripady sa zaznamenajt ako smrt’ spésobend testovanou latkou .



Telesné hmotnosti q spotreba krmiva

[ndividualne hmotnosti 2viérat s\t zistené kréatko pred aplikaciou, kazdy 2 -3 dey
potas pozorovacicho obdobia a pred pitvou. Zapisané g aj zmeny hmotnosti po
kazdom vazeni. Spotreba krmiva Jje zaznamenang pri kazdom vazen; Zvierat

Patoldgia

U vietkych uhynutych zvierat a zvierat preZivajlicich po 2 tyZdiioch bude
vykonana pitva s makroskopickym vySetrenim  (5). Pitvy buda vykonang
Standardnou sek&noy technikou po eutanazii zvierat cervikélnou dislokacioy,

Vyhodnotenije experimentu
Hmotnosti zvierat, aplikagné davky litok a thyny budg zaznamenané do
tabuliek spolu s Casovymi tdajmi a klinickymi priznakmi, Ga&.n spolu s
vysledkami morfologického vysetrenia budi podkiadom pre zéveredni spravy,
Alaitna toxicita bude vyhodnotend podra §pp (1) v zmysle definicie MTD -
najvyssia davka, ktorg nespdsobi neakceptovatelné vedlajsie efekty a znizenje
telesnej hmotnosti nepresiahne 10 % po Jjednorazovom podani.

Postidenie pokusu z hPadiska 3R

* Refinement — zvierats vykazujiice bolest’ a utrpenie budti humanne
utratené cervikalnou dislokacioy

* Reduction — pocty zvierat v pokuse si na dolnej hranici $tatistickgho
vyhodnotenia pokusu dalgie zniZenie poétu zvierat by znizilo vypovednu
hodnotu

* Replacement —po preskiimani databiz ECVAM (http://ecvam jre.it
ICCVAM (hit ”\hnn<m5.=_.mrm.:_.:.oo_:v a FRAME
i v.frame. org.uk) nahrada in vitro pre postidenie akiiinej toxicity

stanovenim MTD nie je dostupna

Hodnotenie z hPadiska Krutosti

Zvierats Prejavujiice bolest budq neodkladne humanne utratené, nie je vak vylideng,
Ze pride k tthynu vplyvom latky, preto je pokus hodnoteny ako stredne kruty a2 kruty
a bude spitne postideny etickou komisiou. Do 3 mesiacov od ukondenia pokusu bude
Spétné postdenie zaslané na Svrs.
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“Metastatické nddory umoZnené hypoxickym mikroprostredim v nidore®,

Ciel’ projektu:

Radioterapia je jednou zo zakladnych lie€ebnych modalit v terapii nadorovéhe ochorenia.
Jej nedostatkom je poskodenic aj zdravého tkaniva a nedostatodnd dévka v zavislosti od
lokality a citlivosti nadoru. Vysledky navrhovanych pokusov by mali prispief
k optimalizacii rédioterapie onkologickych ochoreni, Ich overenie v predklinickych
§tididch na zvieratich je nevyhnutné.

Cielom projektu je sledovat’ vplyv nizkych davok externého Ziarenia na citlivost' resp.
rezistenciu zdravého tkaniva na nasledné vysoké terapeutické davky Ziarenia. My3i budt
vystavené nizkej (0,3Gy) a/alebo vysokej (3.0Gy) dévke Ziarenia a bude sledovany vplyv
na prezivanie,

OzZarovanie nizkou davkou nebude mat bezprostredne negativny vplyv na zvierats, pri
zévaZnom zhorSeni zdravotného stavu budd zvierata eutanazované preddvkovanim
tiopentalu. Ziskané vysledky mézu poméet’ ku skvalitneniu lietby onkologickych
pacientov.

Polet a druh pouZitych zvierat:
My laboratérna kmene BDA/2 a C57/bl6 288 jedincov.

Siilad s poZiadavkami ,,3R%

Nahradenie

Pred zagatim experimentov na laboratérnych zvieratéch boli vykonané experimenty in
vitro a boli nastavens zékladné parametre postupov.

Obmedzenie:

Poget zvicrat v skupinach je minimalizovany tak, aby mohli byt’ ziskané vysledky
Statisticky vyhodnotené. PouZitie dvoch kmefioy laboratornych my#i je potrebné za
Uelom vyludenia, Ze odpoved’ na oZiarenie je Specificka len pre jeden kmefi
laboratérnych mysi,

Projekt nadvizuje na predchédzajice experimenty s pouZitim zvierat, zakladné

parametre i€inkov in vive sl znime a umozZnia zredukovat' polet zvierat,

Zjemnenie:
Mysi budt drzané v skupinach umoziiujucich prirodzené sociélne spravanie so stalym
prisunom potravy a pitnej vody. Na projekte sa budu podielat’ len skiisenf pracovnici

vySkoleni na précu s laboratdmymi zvieratami VidSina pozorovani bude prebichat’ bez
toho, aby zvicra opustilo prostredic svojcj klietky

Spiitné posiidenie projektu:
Vzhl'adom k tomu Ze postupy boli klasifikované ako kruté, projekt podlieha spitnému
posudeniu. Toto bude moZné vykonat' po jeho ukonéeni v priebehu roka 2017,
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Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 nariadenia vlady 377/2012 Z.z.

Nizov projektu: ,,Zinok vo vyZive hospodérskych zvierat a bezpe¢nost’ konzumentov*
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: (APVV-0667-12)

KI"aéové slova v projekte: zinok, biovyuZitelnost, depozicia v potravinach ZivodiSneho
pdévodu, expozicia konzumentov

Ukel projektu:

Popisany postup bude vykonany na ugely zékladného vyskumu. Preto by jeho kIi€¢ovym
prinosom malo byt’ ziskanie lepSich a detailnej$ich znalosti o metabolizme a depozicii zinku
v potravinach Zivodisneho pévodu (miso a produkty), pochadzajiiceho predovsetkym z jeho
organickych zdrojov pouzivanych ako aditiva vo vyZive zvierat.

Ciele projektu:

Ciele predkladaného projektu st zamerané na sledovanie metabolického osudu zinku z jeho
réznych zdrojov, ktoré sa v sicasnosti pouZivaju ako kimne aditiva vo vyZive zvierat. Urcité
riziko predstavuje zavadzanie novych organickych alebo chelatovych foriem zinku do vyZivy
zvierat, ktoré méZu modifikovat’ jeho depoziciu v potravindch a produktoch Zivocéisneho
povodu. Informéacie o metabolickom osude novych chelatovych zdrojov Zn ako aj o depozicii
Zn v tkanivaich a produktoch od zvierat prijimajucich krmivo suplementované jeho
anorganickymi a organickymi formami st kontroverzné a malo hodnoverné. Zameriame sa na
sledovanie dopadu aplikacie réznych zdrojov zinku do diét na jeho absorpciu, retenciu,
exkrécne cesty a depoziciu tohto esencialneho prvku do tkaniv hydiny a prezivavcov. Jednym
z hlavnych cielov predkladaného projektu je tieZ stanovit’ optimalny obsah zinku v krmivach
sudasnych modernych plemien hospodarskych zvierat tak, aby nebolo ohrozené ich zdravie
ani uZitkovost’, ¢o by malo za nasledok podstatné zniZenie kontaminécie Zivotného prostredia
zinkom zo Zivoéisnej vyroby.

Prinos z vykonaného projektu:

Vyskum aplikacii rdznych zdrojov Zn do vyZivy zvierat by mohlo priniest nové zdkladné
informécie o vyuzitel'nosti a depozicii Zn, hlavne z chelatov, v tkanivach a produktoch zvierat
urenych na konzum. Na zéklade vysledkov ziskanych znaSich experimentov postdime
potencidlne riziko pre konzumentov prijimajicich zinok z potravin a produktov Zivocisneho
pévodu podPa oficidlnych tdajov EU o prijme potravy Pudmi (EFSA Comprehensive
European Food Consumption Database). Ziskané nové poznatky o biovyuZitelnosti Zn by
mohli prispiet, na vedeckom zdklade, k redukcii vSeobecne rozsireného pouZivania Zn
v diétach, ¢o by vSak nemalo obmedzit’ zdravie a uZitkovost’ zvierat.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
PoufZitie nosnic, brojlerovych kuréiat a oviec v pripravovanom pokuse je opodstatnené, ked'ze
jednym z hlavnych cielov je sledovanie depozicie zinku v poZivatelnych tkanivach a

produktoch Zivo¢isneho pdvodu (mé#so, vajcia). Pokusné =zvieratd budi pochadzat
zo schvalenych chovnych zariadeni.

V pokusoch pldnujeme pouzit’ nasledovné druhy zvierat:

Kurcata nosivého typu/Nosnice: Lohmann Brown resp. Isa Brown - predbeZny poéet spolu:
440 jedincov.

Kur€ata vykrmové/Ross 308 - predbezny poéet spolu: 440 jedincov.




Ovce/Zoslachtend Valagka — predbezny pocet spolu: 48 jedincov

Pri zohl'adneni vSetkych potrieb vedeckého vyskumu i predpisov stanovenych v nariadeni
vlady 377/2012 Z.z. maximalny podet podet pouZitych zvierat za celé obdobie trvania
projektu (01.10.2013-30.09.2017) nepresiahne hore uvedeny podet zvierat daného druhu,

kedZze takéto mmoZstvo je postadujlice na zabezpedenie zmysluplného vyhodnotenia
ziskanych vysledkov.

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

Nepriaznivy vplyv na pouZité zvierats nepredpokladime. Pokusy st zostavené tak, aby sa
minimalizovala bolest’ alebo stres a aby bol zabezpeteny a dodrziavany welfare. Kurdats
budi chované v kotercoch s podstielkou z drevenych hoblin, ktora sa im denne vymietia.
Chov nosnic bude v modernych, obohatenych klietkach, ktoré vyhovujii poziadavkim
predpisov EU proti tyraniu zvierat. Pre kaZdt nosnicu bude zabezpeteny podlahovy priestor
najmenej 900 cm? a klietka bude primerane vybavend podla podtu zvierat. Klietky buda
obohatené primerane na vekovi kategoriu zvierat. Bude sa dbat’ na predpisané zootechnické
podmienky ich chovu (teplota, vlhkost’, plocha/vtak a pod). Voda a krmivo budi k dispozicii
ad libitum a zootechnické podmienky chovu (teplota a vihkost vzduchu) budt dodrziavané
podla technologického postupu pre chov daného plemena zvierat. Ovce buda ustajnené
individudlne v kotercoch (vyS8ka 120 cm, podlahova plocha 2,06 m?% s vyhovujtcimi
rozmermi  a priestorovymi podmienkami, pri dodrZiavani prislugnych zootechnickym
podmienok a budu kfmené 2 x denne pri volnom pristupe k vode pogas celého pokusu.

Predpokladan4 droveti krutosti:

VSetky postupy vykonavané v rameci pokusov (prijem diét suplementovanych zinkom z jeho
roznych zdrojov) spadajti podra prilohy 4 k nariadeniu vlady & 377/2012 Z.z. do kategorie
krutosti postupov »Slabé®, ¢o znamen4, Ze zvieratd v ich désledku nebudi pocitovat’ Ziadmi
alebo iba krétkodobu slabt bolest, utrpenie alebo strach. Vietci pracovnici, ktori prichadzaju
do styku so zvieratami su prislune poudeni a budd dbat na huménny pristup k zvieratdm
a starat’ sa o to, aby neboli v Ziadnej faze pokusov vystavované zbytoénému stresu. Navrhnuté
spdsoby usmrcovania zvierat (dekapiticia a usmrtenie nadmernou dévkou anestetika) su v stilade
s § 5 aprilohou &. 2 NV 377/2012 Z.z.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Na tento typ pokusu je potrebné pouZit' zviera — hydinu, preZivavea (oveu). Tento typ
experimentu nie je moZné vykonat' v podmienkach in vitro. Na dosiahnutie ciela pokusu
neexistuje alternativna metéda bez pouZitia zvierat. Ked’Ze cielom experimentu je sledovat’
metabolizmus zinku, jeho absorpciu, retenciu, exkredné cesty a depoziciu do telovych tkaniv
hydiny a preztvavcov je nevyhnutné podavat’ zvieratdm rdzne zdroje/davky zinku do digt.
Cielom projektu je aj vyhodnotit’ bezpe¢nost’ konzumentov, ktord bude hodnotend podrla
najnoviej databazy prijmu potravy lFudskou populiciou EU podl'a Eurépskeho tradu pre
bezpeénost’ potravin (EFSA, 2011). Na dosiahnutie ciel’a pokusu neexistuje alternativna
metdda bez pouzitia odberu materislu zo Zivych zvierat.

2. Redukcia poétu zvierat:

Uvadzané polty zvierat si minimalne mnoZstvd potrebné pre preukazné zhodnotenie
sledovania stanovenych parametrov. V experimentoch na kurdatdch st nami zvolené potty
nevyhnutné z dévodu vytvorenia viacerych replikatov s ur¢itym podtom zvierat, kedze len z
takto organizovaného experimentu je mozné ziskat' dostatogné mnozstvo interpretovatelnych



a Statisticky preukaznych vedeckych vysledkov. Uvedené pocCty boli nami zvolené preto, aby
bolo moZné jednotlivé experimenty spravne Statisticky vyhodnotit’.

3. Zjemnenie:

V priebehu pokusu nebudu vykondvané bolestivé zakroky na zvieratich a bude s nimi Setrne
zaobchddzané. Pogas experimentov bude uma spdsobend zvieratdm z hladiska utrpenia,
bolesti a strachu minimélna a odovodnend vzhladom k oCakavanym vysledkom i s ohfadom
na etické aspekty. Experiment je nastaveny tak, aby bol minimalizovany stres pouZitych
pokusnych zvierat a aby bola zabezpedena primerand starostlivost, VSetci pracovnici, ktor{
prichadzajii do styku so zvieratami sg prislu$ne poudeni. Odber vzoriek budy uskuto&iiovat’
veterinarni  lekéri. Osoby zodpovedné za starostlivost’ o zvieratd sa riadia pokynmi

chované v takych podmienkach, ktoré u nich nebudy vyvoldvat’ Ziaden stres — zohladni sa
velkost’ klietky/koterca podl'a veku zvierat, poget zvierat, svetelny a kfmny reZim a pod. Vo
vSeobecnosti, uvedené experimentalne postupy nespdsobia neprimerany diskomfort
pokusnych zvierat, vpodstate sa jednd o $tandardné typy pokusov (beZne pouzivané na
Spickovych vedeckych pracoviskdch) vsulade s etickymi poZiadavkami. V désledku
podévania zinku ako kfmneho aditiva nehrozi zvieratAm Fiadne predavkovanie a intoxikacia.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: nie

Ked’Ze v projekte nie su pouZité primaty ani postupy klasifikované ako ,kruté“ a ani tak
nestanovuje vyjadrenie etickej komisie, spdtné posudenie projektu nie je podfa § 37 NV
377/2012 Z.z. nutné.



Priloha &.2

Netechnické zhrnutie projektu

Ndazov projektu: 4234//3 -22/

Stidium stabilizaéného u&inku dvoch pripravkov SUL109 a SUL136 na krilitie
trombocyty z hPadiska moZnosti ovplyvnenia doby krvicavesti u krailikov
s experimentilne navodenou trombocytopéniou.

Cislo konania rozhodnutia o schvdleni projektu:
KI'i€ové slova v projekte (max 5 slov): trombocytopénia, kraliky, SUL109, SUL136

Uéel projektu:  Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regula¢né metody s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare I'udi
alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokogkolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al$ieho
pouZivania v postupoch

Opisat’ ciele projektu:
Testovanie schopnosti Pudskych trombocytov oSetrenych pripravkami SUL109 a SUL136,

uskladnenymi po dobu 3 dni pri teplote 20°C, 15 dni pri teplote 4°C a ovplyvnit’ dobu
krvacania na kréalikoch.

Prinos z vykonaného projektu:
= Po overeni pozitivneho vplyvu pripravkov SUL109 a SUL136 na dobu krvécania

u kralikov je predpoklad adaptacie tohto postupu na klinické pouzitie vo veterindrne;j,
ako aj humannej medicine.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné pocty:

V postupe budu pouzité dospelé novozélandské kraliky biele. Bude pouZitych (max. 40ks
zvierat).



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

Vyvoland trombocytopénia spdsobi u zvierat prejavy koZno-slizni¢ného typu krvécania,
ktory sa prejavuje ako petéchie, ekchymozy, hemotémy, Tahka tvorba hematdomov (modriny),

krvacanie z nozdier (epistaxus), netimerné krvacanie pri beZnych poraneniach, krvécanie do
traviaceho (krv v truse) a moového traktu (krv v moci).

Predpokladané drovefi krutosti:

Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikdciu krutosti postupu oznagit
ako ., stredne/kruté bez moznosti zotavenia".

Uplatiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Postup nie je moZné vykonat alternativnym spdsobom, pretoZe sa jedna o findlne testovanie
fyziologickych a patofyziologickych uginkov.

Testovanie protektivneho uginku SULI109 aSUL136 zloZiek na Pudské trombocyty je
unikatnym pokusom, ktory doposial’ nebol nikde vykonany, ked’Ze sa jedna o novoobjavensé
zlozky, ktorych G¢inok nebol doposial publikovany.

2. Redukcia poétu zvierat:
V pokuse budil zostavené a testované 2x 20ks zvierat, negativna kontrola (4ks), pozitivna

kontrola (7ks) apokusna skupina (9ks), &o je minimalny podet zvierat pre $tatistické
vyhodnotenie a nasledné moZné opublikovanie detegovanych zmien.

3. Zjemnenie:

Vietky zékroky, ktoré budi na zvieratich realizované, budd vykonavané pod celkovou
anestéziou, t.j. nebudu pre zvierata bolestivé.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schval'ovaniu: ano nie
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Netechnické zhrnutie Projektu

Nizov projektu: N\ L4 w\\\w ~ vN“NQ

Testovanie novych terapeutickych stratégii zacielenyeh na karbonicksg anhydrizu X
S vyuZitim Potencidlnych lie¢iy na bize monoklonovych protilitok, inhibitoroy prirodnyeh
Iatok vo forme vol'nej a viazanej v mikro- alebo nanoZasticiach

Podrobny igel postupu:

Karbonicks anhydriza IX (CA IX), patriaca do rodiny zinkovych metaloenzymav, bolg objavens na
Virologickom tstave SAV v Bratislave a v $USasnosti sa na celom svete pouziva ako biomarker
agresivnych nddorov, Toto vyuzitie sivisi s expresion a funkciou CA IX, ktora je pritomna v
Sirokom  spektre ludskych nddorov, ale nie v korespondujucich normélnych nenddorovych
tkanivich, Hladina proteinu CA X sa zZvySuje v nadorovych bunkach Vvystavenych nedostatoénémuy
prisunu kyslika (hypoxii) a koreluje so zlou prognézou u viacerych typov nadorov. Na zikiade toho
sa CA IX skima ako marker niddorovej hypoxie, indikator progresie a sfubny terapeuticky ters,
Hlavnymi biologickymi tilohami CA IX v nadoroch je regulicia pH vo vnutrobunkovom a
extraceluldrnom prostredi modulicia medzibunkovej adhézie, V shcasnosti sa CA IX smduje

najmi v podmienkach in vitro prostrednictvom nadorovych bunkovych linii, Tieto modely viak
nedokdzu vplne simulovat’ podmienky v nidorovom tkanive, ktoré okrem nadorovych buniek
obsahuje aj rozne bunkové a molekulové komponenty nadorovej strémy, heterogénnu bunkowvii

hustotu a rézne gradienty nutri¢nych litok, idnay a kyslika.

nddorovymi Xenograftami, vytvorenymi z ludskych nadorovych bunjek. Tento mode] umozilije
dosiahnut' relativne Strandardné podmienky rast ludskych nidorov ng nahych mysiach a sledovat
terapeuticky efekt larok zacielenych na CA IX, ale aj inhibitorov inych drah, ktoré s zapojené do
regulicie expresie CA IX V procese vzniku a rasty nadorov. Cieleng protinddorova terapia sa v
suéasnosti dostava do centra zaujmu, pretoze nedostatoéna ddinnost konvengnej lietby zostiva
pretrvavajicim problémom. Okrem nedostatotnej odpovede nidorov na lietbu, dalgi problém
predstavujii mefastaticke nidory, pri ktorych sa bunky uvofnia 2 primarneho nidory a Siria sa do

anatomicky vzdialenych oblasti, kde vytviraji nové nadory. Metastézy sy Jjednou z hlavnych priin

Umrtnosti v désledky nidorového ochorenia, Je preto vel'mi délezité hladar nové litky a pristupy,
ktori by zablokovalj tvorbu metastiz, Ng zdklade toho, ze expresia CA IX je tasto spojena
s metastatickymi  nadormj aCA IX finkéne prispieva k prometastatickému fenotypn
predpokladdme, ze CA 1X Jje vhodnym tergom pre protinddorovii terapiu,

Qm_m:v.\wumm: nadorovych buniek exprimujicich CA X cheeme dosiahnut’ pomocou Specifickych
monoklonovych protilatok (napr. M75, VIi/20 2 jej chimé icky variant), selektivnych prirodnych
inhibitorov (napr. karnozin) a syntetickych inhibitoroy (derivaty novych CA 1X-selektivnych
sulfénamidov) enzymatickej aktivity CA 1X ako Jjednotlivych lieiv, vo vzdjomne;j kombinécii, ako
aj v kombindcii g inhibitormi drah, ktoré regulujil expresin a funkciu CA 1X (inhibitory kindz,
idnovych transportérov ai.), V pldnovanych predklinickych pokusoch pouZijeme vyluéne latky,
ktoré zatiaf’ nebolj v tejto stivislosti skiimansg, take ziskang vysledky prinesn Uplne nové poznatky
Vv tejto oblast onkoldgie. Pred pokusmi na zvieratich budeme testovat' ddvkovanie Jjednotlivych
latok in vitro na trojrozmernych nadorovych sferoidoch, aby sme vybrali vhodnii d&inng
koncentrdciu a zérover ¢o najviac eliminovalj neziadiice ved/ajsie iinky, ktors by obmedzovalj
komfort zvierat,

Netechnické zhmutie

Pre zaistenie dopravy ychto bioaktivnych moleku chceme vyuzit rézne typy nanokapsul, ktoré
maji vyborné funkeng vlastnosti ako Jje upravovatelna velkost' pérov, mechanickd odolnost’ alebo
stabilita. Pripravy kapsil nam zabezpeti vyskumny partner z Ustavu polymérov SAV g ich
vlastnosti budeme najprv overovar na bunkovych kultirach in vitro, Kapsule zabezpedia prepravu
dane;j bioakiivnej molekuly, jej ochranu, stability a postupné uvolfiovanie dg prostredia.

V sti¢asnosti sa dostdva do popredia aj pouzitie nanopartiktil ako nosicoy réznych liegiv, ktore
dokizu dopravir lie¢ivo na miesto li¢inku. Na dosiahnutie terapeutického itinky mus; mat’ liegivo
vhodné viastnostj (napr. stabilita, vyluéovanie z tela) a prekondvat’ rozne biobariéry ako si bunkové
membriny alebo subceluldrne organely ako je jadro alebo endozémy a v neposlednom pripade
vyhnut' sa Ginky efluxnych pump. Transport cez rézne onﬁmZEQ:Q 4 prekonanie biobaridr sa dg
zabezpedit’ velkost'ou, tvarom, hustotou a chemizmom povrchu nanopartiknl. Na zéklade in vifro
Snidii bolo dokdzané, ze internalizacia porovitych silikénovych mikropartiku] endotelovymj
bunkami a makrofagmi je kompatibilni s bunkovou morfologiou, intracelulirnym pohybom,
mitézou, bunkovym cyklom, uvolfnovanim cytokinov a  bunkovoy viabilitou, Inhibitory

karbonickych anhydrédz budy podavané mysiam aj ako sucast nanopartikil.

Bezprostrednym cielom projektu je ziskat dolezite predklinické tidaje nevyhnutné na raciondlny
dizajn a zdokonalenie Klinickyeh pokusov. Zirovefi bude tento pokus prispevkom k vysledkom
viacerych domdcich aj medzindrodnych projektov zameranych na predklinicky vyskum CA IX
v nddorove;j progresii a protinddorovej terapii. Pripadnd klinicks aplikicia tychto inhibitorov a
nanopartiki] si nevyhnutne vyZaduje predklinické experimenty na niySacich modeloch, To je
ciel'om pldnovanych experimentov, K plénavanému pokusu neexistujn alternativne s vitro metddy,
pri ktorych by nemuselo byt' pouzité zviera.

Manipulicia so zvieratami:

Jednotlivé terapeutické litky budeme skumat’ bostupne v jednotlivych Siastkovych pokusoch, tak
aby sme zabezpetili o najlepsiu starostlivost o zvieratd a o najpokojnesjin a najhumannejsiu
manipuldciu s nimj aaby sme pouzivali minimélny pocet zvierat, ktory nim poskytne Statisticky
vyhodnotitel'ng vysledky.

Ciastkové pokusy budn realizované podla nasledujicej schémy, pricom vysledky jedného
tiastkového pokusn budti vyuzité na optimalizaciu dalsieho Ciastkového pokusy (najmi &o do
ddvkovania, typu a formulicie skiimanej ldtky). v Jednotlivych tiastkovych pokusoch budt zvierats
rozdelené na skupiny po 10 jedincov, o Je idedlne mnozstvo pre dve klietky, aby ‘mali zvieratg
dostatok Zivotného priestoru ako aj dostatotné sociglne kontakty. Takisto to umozni jednoduchsiu
manipuliciu a znizenje stresu pri oznadovani zvierat, V niektorych Ciastkovych- pokusoch budeme
testovat’ rézne dévky tej istej latky a rozne typy nddorovych xenograftoy, - .

—_—_—

latka/formulacia

MAb-1

MAB-2

MAB-3

Inhibitor-1
Inhibitor-2
Inhibitor-3
__ MAb+inhibitor]

SPOLU 220 120 120 120 1000

*MAB - monoklonova protilatka

kontrola Kapsule-1 Kapsule-2 ~ nanocastice. spolu
40 40 40 40 40
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Potas kazdého giastkového pokusu sa na mysiach vykond subkutdnna, intramusculdrma alebo
intravendzna injekcia nadorovych buniek v 200 pl fyziologického roztoku. Rast nadorov sa bude
povrchovo merat’ posuvnym meradlom a zaznamendvat' kaZdy druhy deni po celil dobu jednotlivych
tiastkovych experimentov. My3i taktiez podstipia intravendznu aplikdciu terapeutickych
a kontrolnych ldtok. Protilatky a inhibitory budi aplikované kazdy druhy defi bez anestézie.
Nanopartikule obsahujiice lietivo sa budt aplikovat’ jedenkrat tyzdenne intraperitoneilne. Ukony
nevyzaduji znecitlivenie (anestézia predstavuje viciiu zataZ organizmu zvierafa, nez samotnd
injekcia). Vpich bude trvat asi 10 s,

Uginné latky - Tiletamine 25mg/ml, Zolazepam 25 mg/ml. intraperitonedlne v dévke 10 ul/10g
telesnej hmotnosti zvierat'a. Zvierata budii uvedené do celkovej anestézy v trvani 30 min za ti¢elom
dokumentovania rastu nadorov na zobrazovacom zariadeni KODAK InVivo Imaging system FX raz
do tyzdfia. Na konci &iastkového pokusu budii zvieratd uvedené do celkovej anestézy kvéli
usmrteniu.

Ked’ nddory dosiahnu objem cca 1 cm®, pokus sa ukonéi usmrtenim zvierat’a, nadory, pripadne
niektoré orgény alebo krv sa odoberi a pouzijii na histopatologickit a molekuldmu analyzu.
Rozhodnutie o usmrteni je nevyhnutné pre ziskanie niadorového tkaniva a inych orgénov. V tomto
pripade nie je moZné zachovat Zivot zvierafa. Mysi sa usmrtia krénou dislokéciou pri celkovej
anestézii. Pred jej vykonanim budti my3i testované na reflexy dotykom oka, a iba ak sa nepreukaze
Ziadny reflex, vykond sa cervikalna dislokdcia.

Zvieratd budG po dobu 7 dni umiestnené v karanténnej miestnosti. Potom budi prenesené do
miestnosti, kde bude prebiehat’ pokus. Tam zostanii po celt dobu pokusu, az do jeho ukonéenia.
Zvieratd budi umiestnené v plastovych celo-priesvitnych klietkach, ktoré budii umiestnené
v stojane pre laboratorne zvieratd so vzduchotechnikou Reck (Trigon). Rozmery klietky st
dostatotné pre skupinu 6 dospelych my$i. Kombindcia klietok umiestnenych v stojane Reck
zabezpetuje dostatoéni izoldciu kazdej skupiny od vonkajsieho prostredia s prisunom vzduchu
filtrovaného cez Hepa filter atym zbaveného akychkolvek patogénov z ovzdusia, ziroven
s konStantnou teplotou a vihkost'ou privadzaného vzduchu.

V kazdej klietke bude podstielka pozostivajica z vydistenych sterilnych drevenych pilin, Kazda
skupina mysi bude mat’ k dispozicii dostatodny prisun pitnej vody a granulovanej potravy. Vietkym
zvieratdm sa zabezpeti postatujiici priestor a rozmanité prostredie, aby sa mohli prirodzene spravat’
a aby sme zamedzili prejavom stresového spréavania. Priestor klietok zariadime prvkami na fyzické
cvitenie, hladanie potravy, manipulativne a kognitivne Ginnosti. Dalej prostredie obohatime
o vhodné papierové valce, ktoré budi sliZit' ako ukryt a drevenymi palickanii na Zuvanie a
obhryzanie, rarkami a Skatulkami. Kaidodenni starostlivost bude zabezpedend vyskolenym
personalom pokusného zariadenia. Denne sa bude vykonavat’ kontrola zdravotného stavu zvierat.

Mys3i v jednotlivych skupindch sa budii oznatovat’ tetovanim v lokélnej anestéze. Pouzijeme systém
bodiek vytvorenych pomocou injekénej ihly a tetovacej farby urcenej pre zvieratd.

Pocas pokusu sa pouzije 1000 mysi CD1 a NOD.SCID (SHIN). Zvieratd budi pochidzat’ zo
schvalencho chovu ANLAB s.r.0; Videfiskd 1083; 142 20 Praha, Ceska republika; 1C: 45796301,
ktory ma aj schvilenie pre dopravu zvierat nad 65 km.

Zatiatok pokusu by sa mal konat’ diia 01. 11, 2013 a trvat by mal do 31.10.2017.

Na zaklade toho, Ze ¢ast’ postupov je klasifikovand ako krutd (vid’ bod. 8, Priloha 3), bude potrebné
spitné postidenie pokusu, najma vzhladom k metastatickym modelom.



PRILOHA 2
Netechnické zhrnutie projektu L¢A / 4322/

Nizov prejektu: Signalne drahy NO a H,S a ich interakcia v regulacii cievneho tonusu podas
skorej fzy vyvoja experimentalnej hypertenzie.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:
KFPicové slova: oxid dusnaty, sirovodik, NO-syntéaza, vazoaktivita, kardiovaskularny systém

Ukel projektu: Zakladny vyskum s cielom zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo liecby
chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov zvierat alebo ich u&inkov na
zvieratd, stanovovania, odhalovania, usmerfiovania alebo upravy posidenia, zistenia,
regulécie alebo zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov zvierat.

Hlavné priority predloZeného projektu budi hladanie a potvrdenie originalnych signalnych
drah, ktoré sa zapajaju do regulacie kardiovaskularneho systému. Vyskum bude zamerany na
podiel dvoch plynnych transmiterov, NO a H,S, ich interakciu, v regulacii cievneho tonusu a
vazoaktivity. Projekt nadvizuje na vysledky predchadzajiceho projektu, kde bola sledovana
predovSetkym NO signalizicia-— ne3pecificka i $pecificka (neuronalna izoforma NO-syntazy).
V tomto projekte sa vyskum rozsiri o sledovanie zapojenia d’alSej vyznamnej signalne;
molekuly - H,S. Bliz§ie sa zameriame na vzijomné prepojenie u&inkov NO produkovaného
neurondlnou izoformou enzymu, H,S a renin-angiotenzinovym systémom (RAS), ktoré sa
vzdjomne pretinaji v oblicke. Sledovania buda vykonané ako na trovni celého
kardiovaskularneho systému (in vivo), tak na tirovni izolovaného hladkého svalu rdznych ciev
u potkanov (in vitro). Informacie o tilohe tychto signalnych drah a ich prepojenia st ako u
mladych normotenznych jedincov tak aj u prehypertenznych jedincov s rozvijajucou sa
experimentalnou hypertenziou netplné alebo tiplne chybaju.

Jednotlivé kroky pre dosiahnutie ciel'ov:

a)Charakterizovat’ a porovnat vazoaktivne odpovede (zapojenie endotelovej a neurogénnej
regulacie cievneho tonusu) u mladych normotenznych potkanov a potkanov s rozvijajliicou sa
experimentalnou hypertenziou (NO-deficitna hypertenzia, esencislna hypertenzia)
b)Charakterizovat podiel H,S signalizacie, najmé jej interakciu s NO-signaliziciou, u
mladych normotenznych potkanov a u potkanov s rozvijajicou sa experimentalnou
hypertenziou (NO-deficitna hypertenzia, esencislna hypertenzia)

c)Charakterizovat model dlhodobej inhibicie neurondlnej izoformy NOS u mladych
normotenznych a spontanne hypertenznych potkanov - potvrdit resp. vyvratit Specifickost
tejto signalnej drahy, zistit' vyznam interakcie tejto signalnej drahy s RAS a H,S signaliziciou
d)Vzhladom na medzidruhové rozdielnosti, ziskané poznatky na experimentalnych zvieratach
korelovat s odpoved’ami cievneho systému u normotenznych 'udi a u pacientov s esencialnou
hypertenziou.el’ projektu

Prinos projektu

U dospelych normoteznych potkanov uZ bola dokizani tloha NO pochadzajiuceho z
endotelovej izoformy NOS ako aj ¥pecifickost’ a originalnost’ funkcie signainej drahy NO
uvolfiovaného z neurondlnej izoformy enzymu. Podobne sa u dospelych normotenznych
potkanov potvrdila existencia Specifickej NO-H,S interakcie v podobe zatial' vSak blizsie
neSpecifikovanej nitrézo-sulfidovej sigalizacie. Informacie o pdsobeni tychto signalnych drah



u mladych jedincov, v &ase, ked’ sa patologické procesy egte len spustaji a st vo svojej
inicidlnej faze chybajii. Cestou objasfiovania G¢inku NO a H,S m6¥eme pomdct predchadzar
rozvoju patologickych zmien spojenych s rozvojom hypertenzie a tym zni%it' ekonomickn
zataZz spolonosti spojenit so zvySenou morbiditou a mortalitou obyvatelov. TaktieZ
simultanne sledovanie a porovnanie zakladnych signalnych drih na rovnakych tkanivach
zvieracieho modely (normotenzny, hypertenzny potkan) a Pudského modely (normotenzny,
hypertenzny &lovek) predstavuje aktuilny a primerany spdsob ako prepojit poznatky
zékladného vyskumu s klinickou praxou.

V jednotlivych krokoch o&akivame nové informécie:

a)ktoré prispeju k objasneniu rozporuplnosti idajov tykajacich sa vazoaktivnych (najmi viloha
NO) vlastnosti cievneho stromu u dospelych spontanne hypertenznych potkanov a doplnia
chybajice informicie v tomto ohfade u mladych normotenznych i prehypertenznych
jedincov,

b)tykajuce sa ulohy a blizSej charakterizacie nitrézo-sulfidovej signalizacie u mladych
normotenznych jedincov a jedincov s experimentalnou hypertenziou rdznej etioldgie,

c)ktoré potvrdia resp. vyvratia originalnost’ signalnej dréhy NO produkovaného neuronalnou
izoformou NOS a jej vztah k H,S a RAS u mladych normotenznych jedincov a u jedincov s
rozvijajiicou sa spontannou hypertenziou,

d)porovnavajiice zakladné vazoaktivne vlastnosti artérii udskej a potkanej obli¢ky, ako i
zapojenie a prepojenie nitrézove;j a sulfidove; signalizacie na tejto irovni.

Pocet a druh zvierat
Potkan laboratorny (Rattus norvegicus) kmeii - Wistar potkany 64 ks
- Spontanne hypertenzné potkany 64 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratdi v ramci vykonidvania
projektu

V experimente sa pouZiju postupy, ktoré sa celé vykonavaju v celkovej anestézii, po ktorej
zviera nenadobudne vedomie. Vtychto postupoch je takto zabezpeCené, aby zvieratd
nepocitovali bolest. Sudastou tidie je tyzdenné meranie tlaku krvi neinvazivnou metédou,
¢o mdZe byt’ spojené s kratkodobym strachom, ktory sa Sasom zniZuje.

Predpokladani viroveri krutosti
Bez mozZnosti zotavenia, slabs

Preukazanie stladu s poziadavkou nahradenia, obnedzenia a Zjemnenia

1. Nahradenie zvierat: Cielom planovaného pokusu je odhalit G&ast resp. podiel
Specifického reguladného mechanizmu v etiopatogenéze hypertenzie. Pre sledovanie funkcie
kardiovaskulérneho systému s hlavnym zretefom na regulaciu krvného tlaku a rozvoj
hypertenzie je najvhodnej§i model laboratérneho potkana. Spontinne hypertenzny potkan
predstavuje model, ktory sa svojimi vlastnostami najviac priblizuje Tudskej esencialne;
hypertenzii a je vhodnym modelom pre jej fyziologické, histopatologické a biochemické
Stidie. Zatial' neexistuje alternativna metdda, ktord by nahradila laboratoratérneho potkana.
Dokumentuje to priloha Doklad o overovani v registroch medzinirodne overenych a
uznanych alternativnych metéd.

2. Redukeia poétu zvierat: V planovanom experimente je zabezpe&eny &o najni¥si pocet
experimentalnych zvierat, tak aby bol experiment Statisticky vyhodnotitelny a zavery
vSeobecne prijatel'né. Zabezpeti sa, aby nedochadzalo k duplicite kontrolnych skupin.
Zvieratdm pouZitym na in vitro experiment sa odoberie maximalne mno¥stvo vzoriek na



sledovanie fyziologickych, biochemickych pripadne histochemickych parametrov. Jednotlivé
skupiny bude tvorit najniz$i mozny podéet jedincov.

3. Zjemnenie: Pre dosiahnutie vedeckych ciel'ov projektu je najvhodne;jsi laboratérny potkan,
ktory predstavuje druh, ktorému navrhnuté postupy spdsobia minmélne utrpenie a strach. U
skupiny zvierat, kde sa uskutoéni meranie tiaky krvi invazivnym spAsobom bude
intraperitonealne aplikovana anestéza. Poas experimentu bude podl'a potreby v prislusnych
Casovych intervaloch aplikovana intraperitonealne davka anestetika. Na konci experimentu
budu zvieratd usmrtené aplikiciou letalnei davky anestetika. U skupiny zvierat, kde budn
sledované fyziologické parametre na izolovanych cievach potkana a stidasne budi odobraté
potrebné organy pre stanovovanie biochemickych parametrov, budi zvierata humanne
utratené. Najskdr sa vystavia pdsobeniu oxidu uhli¢itého v uzavretej nadobe az do straty
vedomia. V hlbokom bezvedomi budii nasledne dekapitované, nechajii sa vykrvacat a po
otvoreni hrudnej a brusnej dutiny budi odobraté prislu$né cievy a organy.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu:  nje



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu !7 3494 / 43 -22 7

Nizov projektu:

Testovanie biologickej aktivity a Strukturélne; integrity imunogénu v biologickom
testovacom systéme

Podrobny vigel postupu:

Alzheimerova choroba, rovnako ako vel'a d’al$ich neurode generacnych ochorenti, sa spéja s
akumulaciou abnormélnej formy proteinov v centralnej nervovej stistave, ktora spbsobuje
degenerdciu a naslednu dysfunkciu neurénov. Podl’a sucasnych tatistik trpi Alzheimerovou
chorobou 24 miliénov l'udi a kaZdy rok sa toto &islo zva&si o 4,5 miliéna novych pripadov. Podl’a
predpokladov podet pacientov do roku 2040 stupne celosvetovo v priemere o 200 percent. St¢asné
lie¢ebné postupy spoCivaji najméi v symptomatickej a podpornej terapii aviak terapia kauzdlna
zatial’ neexistuje.

PredloZeny projekt ma za alohu testovat biologicku aktivitu a §trukturdlnu Integritu imunogénu v
biologickom testovacom systéme. Schopnost’ produkovat’ imunitng odpoved’ je povaZovani za
jednu z najdéleZitejsich viastnosti potrebnych pre stanovenie stability imunogénu. T4to forma
testovania je pozadovana regulaénymi organmi EU (napr. EMEA). Pri prezentécii projektu bol
kladeny déraz na vyznam Studovanej problematiky a doleitost pouZitia animalneho modelu (my$)
pre ziskanie biologickych vzoriek. Boli prestudované mozné alternativne pristupy, ktoré by
umoznili nahradit’ zvieratd za bunkové systémy. Komplexnost’ sledovanych molekularnych
procesov si viak vyZzaduje pouZit’ cicavéi model. Pokusy st navrhnuté v stilade s legislativnymi a
etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na précu s laboratérnymi zvieratami.

Projekt prebehne v niekolkych Ciastkovych experimentoch:
® 4 experimenty s 1 skupinou mysi po 7 ks v skupine. Celkom 4 x 7 = 28 mysi.
* 4 experimenty s 2 skupinami mysi po 6 ks v skupine. Celkom 4 x 12 = 48 mysi.
* 1 experiment s 3 skupinami mysi po 6 ks v skupine. Celkom 1 x 18 = 18 mysi.

Celkom bude pouZitych 94 mySi C57 (samice) vo veku pribliZne 6 tyzdiiov.

Po vstupnej karanténe a veterinirnom vySetreni budu zvierata preradené do prislusného
experimentu.
® Vdeiil, 8a15 sakaZdej myske v experimente aplikuje testovany imunogén subkutinnou injekciou
v dévke 300 pl pro toto.
® V deii 22 sa zvieratam odoberie krv z retroorbitdlneho plexu v objeme asi 100-150 ul. Celkovy
objem odobratej krvi od kazdého zvierata neprekraduje stanovené normy.
* Mysky potom ostant v experimente bez d’aliej terapie a krv sa podobnym spbsobom odoberie este
na konci mesiacov 3, 6,9 a 12.
* Nasledne budu zvierata z experimentu vyradené a humanne usmrtené v siilade so zakonom:
anestczia a dislokacia krénych stavcoy.

Opodstatnenost’ pokusu a poutitie zvierat v pokuse
Testovanie schopnosti imunogénu navodit’ imunitnt odpoved’ je povaZované za $tandardni metédu
testovania jeho biologickej aktivity. VzhPadom na skuto&nost’, Ze v stiasnosti nie Je dovolené tieto
metddy skimat’ na Pudskych pacientoch, a na fakt, Ze dany experiment sa v sti¢asosti ned4 vykonat’
v podmienkach in vitro, je pouZitie animélnych modelov nevyhnutné.



Manipulicia so zvieratamj:

Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Charakteristika
ostupu

Vplyv na zviera

Vazenie zvierat

Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest’
Ziadna. Trvanie 1-2 mintty.

Kritkodoba4 fix4cia
a subkutanna injekcia
(3x v intervaloch 7 dni)

Standardnd metéda. Zviera sa fixuje za kozni riasu na krku,
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulciou
a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 1 mindtu,

Odber krvi
(retroorbitélny plexus)

Standardn4 metéda. Zviera sa fixuje za kozn1 riasu na krku.
Sklenend kapildra sa jemne zasunie pod oénvl gul'u a krazivym
pohybom sa mierne narusi retroorbitalny plexus. Kratkodoby
mierny stres spdsobeny manipulaciou a obmedzenim pohybu.
Bolest strednd. Trvanie 1 minttu.

Usmrtenie v anestéze
dislokaciou krénych
stavcov

Standardna metéda. Zviera sa fixuje za koznt riasu na krku.
Intraperitonedlne sa poda anestetikum v davke 100 ul.
Cervikdlna dislokécia sa vykond v anestézii. Bolest ¥iadna.
Trvanie 30 sekind

Zatiatok pokusu je planovany na 20.12.2013 a bude sa realizo

do 31.12.2015.

Zvierata nebudi vystavené opitovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spitné postdenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z7.z.).

vat’ pocas nasledujucich dvoch rokov,



Netechnické zhrnutie projektu 7374 / 73 =421

Néazov projektu: Rozdielna tloha a vzajomna kooperacia plynnych transmiterov oxidu dusnatého a
sirovodika v regulécii kardiovaskularneho systému.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 2012/51-5Av-1
Kriacoveé slova: oxid dusnaty, neuronalna NO-syntaza, sirovodik, kardiovaskularny systém
Ugel projektu: Zakiadny vyskum

Ciel projektu

Ciefom projektu je sledovanie G&inku oxidu dusnatého (NO) produkovaného konstitutivnymi
izoformami NO-syntazy (NOS) a siroodika (H2S) zaroveii ich spoloénej interakcie z morfologického a
funk&ného Géinku na kardiovaskulérny systém (KVS). Hfadanie novych originainych signalnych drah
zapojenych do regulacie KVS za normotenznych a hypertenznych podmienok vedie k objasiiovaniu
pricin vzniku hypertenzie a s fiou spojenych zmien cievneho riediska. Pre dosiahnutie tohto ciefa budu
podavané inhibitory systémov zapojenych do regulécie KVS v chronickych a akttnych experimentoch
S0 zameranim na odhalenie G&inkov NO a H2S samotnych a tieZ ich vzajomného pdsobenia.

° Zistovanie rozdielneho pésobenia NO uvofiiovaného pomocou neuronainej (nNOS)
a endotelovej (eNOS) NOS na funkeiu a $trukturdru KVS za normaineho a zvyseného tlaku krvi.
e Hiadanie suvislosti medzi signalnymi drahami nNOS a renin-angiotenzinovym systémom

(RAS) a sympatikovym nervovym systémom (SNS), ktoré vyrazne ovplyviiuji zmeny KVS poéas
hypertenzie.
e Sledovanie uginku exogénnych latok schopnych uvolfiovat H2S a zaroveri odhalenie
Specifickej interakcie NNOS/NO s H2S a ich zasah do regulacie KVS.

Na originalitu vytyéenych ciefov poukazuje snaha hiadania novych signainych drah pésobenia
NNOS/NO a RAS v oblitke, spojenia nitrézovej (NO) a sulfidovej signalizacie (H2S) prejavujucich sa
na tenzii a trofike KVS.

Prinosu projektu

Problematiku, ktrori sme si zvolili za hlavny ciel: hfadanie novych a origindinych drah
nitrézovej (NNOS) a sulfidovej (H2S) signalizacie so zameranim na Specifick( interakciu NO a H2S,
pripadne vytvorenie nového doposial neznameho komplexu tychto latok, je doteraz neodhalena a
preto vysoko aktualna. Tak, ako sa po zisteni relaxagnych G&inkov NO za&alo obdobie intenzivneho
sledovania jeho Gginkov, tak dnes stojime pred vyzvou riegenia problematiky moznej novej
terapeutickej cesty pri lieeni kardiovaskularnych ochoreni pomocou pouZitia “H2S donorov”.

Do regulacie tlaku krvi, vazoaktivity a $trukturalneho remodelingu st zahrnuté viaceré
mechanizmy, ktorych vzajomna interakcia je zodpovedna za vysledny stav KVS. Nagou snahou je
preukazat existenciu Specifickej interakcie nNOS, RAS a SNS, ktora moze byt priginou odlignej
odpovede KVS oproti deficitu NO vyvolaného inhibiciou eNOS u normotenznych aj spontanne
hypertenznych potkanov. RAS sa pravdepodobne podiefa na regulacii nNOS. Viacera Studie ukazali
vysoki koncentraciu expresie nNOS v oblickach, predovietkym v bunkach macula denza (19,20,21).
Tu produkovany NO sa podiefa na moduldcii aktivity SNS, regulacii renainej a glomerularnej
hemodynamiky (22), natriurézy a diurézy (23) a tiez ako pozitivny regulator sekrécie reninu a regulator
RAS (24). V protiklade k NO je angiotenzin Il jeden z najsilnejsich induktorov cievnej proliferacie a
hypertrofie. Preto nami pozorovana hypotrofia srdca a cievnej steny po chronickej inhibicii nNOS
moéze byt spdsobena znizenim tvorby angiotenzinu H. Navy$e rendlna sympatikova aktivita zavisi od
negativnej spatnej vazby medzi angiotenzinom Il a NO (25), kedy zvyseny angiotenzin Ii vyvolava
sympatiko-excitacny Géinok.



Dalsie smerovanie nasich experimentov sa zameriava na odhalenie interakcie medzi NO a
H2S, ktora v KVS existuje. Tato interakcia existuje pravdepodobne na drovni H2S a nNOS/NO.
Vyznamnii dlohu pri sledovani danej interakcii zohrava aj odhalovanie pésobenia samotného H2S
réznych, rychlo a pomaly Géinkujucich H2S donorov. Uginok H2S na KVS a cievnu reaktivitu vykazuje
znacnu heterogenitu. Viaceré prace ukazujl, koncentraéne zavislé odpovede cievnej reaktivity a tlaku
krvi, €o naznatuje spustenie prislusnej signainej drahy (14,26). Prave hladanie latok, ktoré by mohli
uinne zasahovat do nNOS/NO signalnej drahy je kfGtové pre najdenie nového terapeutického
prostriedku.

Pochopenia a preventivne vstupovanie do jadra procesov veducich k vyvinu hypertenzie by
mohli prerusit vznik patologickych procesov v KVS. Hlavnym prinosom je snaha objasnit aspoil
niektoré ucinky NO a H2S, tym pomoct predchadzat rozvoju kardiovaskularnych choréb a tak prispiet
aj k odrahéeniu ekonomickej zataZe spoloénosti, ktora je nesporne spojena so zvySenou morbiditou a
mortalitou obyvatelov.

19. Mundel, P. a spol.: Kidney Int., 42, 1017-1019, 1992

20. Tojo, A. a spol.: Kidney Int., 58, 2075-2083, 2000

21. Mount, PF. a spol.: Nephron Physiol., 102(2), 36-50, 2006

22. Majid DSA, a spol.: Am J Physiol Renal Physiol. 262: F718-F722, 1993
23. Lahera V. aspol.: Am J Physiol., 261: F1033-F1037, 1991

24. Kihara M, a spol.: Kidney Int., 53: 1585-1593, 1998

25. Liu JL a spol.: J Hypertens, 16, 1165-1173, 1998

26. AliM.Y. a spol.: Br. J. Pharmacol. 149: 625-634, 2006

Pocet a druh zvierat
Potkan laboratorny (Rattus norvegicus) kmefi -  Wistar potkany 60 ks
- Spontanne hypertenzné potkany 60 ks

Predpokiadana droveii krutosti
slaba krutost'

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Utelom pokusu je odhafovanie mechanizmov podiefajicich sa na vzniku funkénych a
strukturalnych zmien srdca, cievneho systému a oblidiek. Sledavanie pbsobenia NO (syntetizovaného
cez nNOS) a H2S a ich vzéjomnej interakcie za normalinych podmienok a patologickych zmien KVS
veducich k vzniku chronickej hypertenzie.

Uginok blokady odlignych izoforiem konstitutivnych NOS (eNOS anNOS) na tlak krvi,
strukturu srdca, oblitiek a cievnej steny budeme sledovat u rozne starych normotenznych a
spontanne hypertenznych potkanov. Nasledne budeme zistovat, ako sa H2S donory samotné
a v pritomnosti NO-donorov zapajaji do regulaénej drahy NO. Pre sledovanie vzajomnych interakcii
inhibicie nNOS s dalSimi regulaénymi systémami budu aplikované v chronickych a akutnych
experimentoch rozne vazoaktivne latky (antioxidanty, mimetika a blokatory sympatikového nervového
systému, renin-angiotenzinového systému, H2S donory a inhibitory CBS, CSE, 3MST).

Zatial neexistuje alternativna metoda, ktora by nahradila laboratoratérneho potkana.
Dokumentuje to priloha Doklad o overovani v registroch medzinarodne overenych a uznanych
alternativnych metod. Pre sledovanie nami vytygenych ciefov je teda najvhodnejsl model laboratérny
potkan. V projekte sme zvolili normotenzné Wistar potkany a Spontanne hypertenzné potkany. Podfa
mnohych $tadii predstavuji najvhodnejsie modely na sledovanie rozvijajacich sa a vyvinutych zmien
podas hypertenzie.



2. Redukcia poétu zvierat:

V planovanom experimente je zabezpedeny &o najniZsi podet experimentainych zvierat, tak
aby bol experiment $tatisticky vyhodnotitelny a zavery vseobecne prijatelné. Pokial je to mozné
spajame vyhodnotenie parametrov so spolupracujicimi laboratériami, aby sme dosiahli &o najvadési
pocet vysledkov pre $tatistickll analyzu pri o najmensom podte experimentalnych zvierat.

Po humannom usmrteni zvierat sa odoberie maximalne mnozstvo vzoriek na sledovanie
fyziologickych a morfologickych parametrov. Je zabezpedena spolupraca medzi laboratériami (ako v
ramci UNPF SAV tak aj s ostatnymi ustavmi), aby sa v ramci experimentov jednotlivych laboratorif
dalo pouzit ¢o najvagsie mnozstvo spoloénych experimentalnych zvierat.

3. Zjemnenie:

V experimente nebudd pouzité Ziadne bolestivé invazivne metdédy pokial zviera nebude
huménne usmrtené. U skupiny zvierat, kde budt odobraté potrebné organy pre stanovovanie
fyziologickych a morfologickych parametrov, budl zvieratd humanne utratené. Najskor sa vystavia
posobeniu oxidu uhlicitého v uzavretej nadobe a2 do straty vedomia. V hibokom bezvedomi budt
nasledne dekapitované, odkrvené apo otvoreni lebky, hrudnej abrusnej dutiny budu odobrate
prisludné organy. U zvierat potrebnych na vySetrenie integrovanych odpovedi KVS budu zvierata
uspane adekvatnou davkou zmesy anestézy a po experimente usmrtené vysokou dévkou anestézy
s naslednou perfiziou KVS pre odobratie materialu na morfologické vy3etrenia.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: nie



Netechnické zhrnutie projektu .3 mqw\\\rw lN‘N\

Nazov projektu:

Analyza ucinkov novosyntetizovanych mednatych zidéenin na oxidaéné poskodenie
beta buniek pankreasu

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu;
Utel projektu: zdkladny vyskum

Ciel projektu
Cielom projektu je zistit, & komplexy medi typu Schiffovych baz su schopné zmierfiovat oxida&né
polkodenie B-buniek pankreasu.

Prinos z vykonaného projektu

PredloZeny projekt sa zameriava na skrining nowych komplexnych 3truktir s predpokladom vyberu

najlitinnejsich molekdl ako podklad pre dalsie $tadium mechanizmov ich pdsobenia. V daliej fize

experimentov budy vybrané najiginnejsie Itky hodnotené aj na ich priamy G&inok po vyvolani
diabetu.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné poity: mysi, samce kmefi ICR, 70 ks
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pougité zvieratd v ramci vykondvania projektu:

V experimente sa bude hodnotit hladina glukézy zo vzorky krvi odobrate] z laterinej chvostovej #ily
(v. caudalis lateralis). Pri intravendznorn odbere krvi md3u zvierata pocitovat minimalnu kratkodobu
bolest, ktord nebude vyznamne nardgat ich pohodu a celkovy stav. Po ukonéeni experimentu budu
zvieratd humanne utratené (inhaldcia oxidu uhlicitého) a tkanivo pankreasu dané na histologické
spracovanie. Samotny experiment nebude prevadzany v celkovej anestéze, pretofe sa jednd
o odber krvi, nie chirurgicky zakrok.

Predpokladand Grover krutosti: slabé
Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie

PredloZeny projekt vyZaduje poufitie Zvych jedincov. Existuji sfce moZnosti stanovenia
antioxidatného pdsobenia ldtok formou ich schopnosti zhatat reaktivne formy kyslika, ktoré sa
participujl na rozvoji diabetu, resp. biochemické stanovenie pritomnosti antioxidaZnych enzymov
superoxiddismutazy, glutatiénperoxiddzy alebo stanovenim biodegradaénych produktov typu
malondialdehydu. Aj pri tychto metédach je viak potrebné experimentdine zviera pre ziskanie krvi,
resp. tkaniv pre histologické vySetrenie. Pokusy na intaktnych zvieratich su viak potrebné pre
urlenie Gtinku na jednotlivé organové systémy aje dolezité zistit dfinky pri modelovych
metabolickych ochoreniach, medzi ktoré patrf aj diabetes mellitus.

2. Obmedzenie

V experimente bude pouZity minimainy potet zvierat, ktoré st potrebné pre adekvdtnu Statistickd
interpretdciu ziskanych wvysledkov, tj. 10 zvierat vskupine za predpokladu nizkej citlivosti
v dosledku biologicke] variability zvierat a nutnosti niektorych vyradenia zo stboru. Zvieratd budd
rovnakého pohlavia, veku, resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych
hodnét. Zvieratd nebudd opakovane pouzité, budd humanne utratené.

3. Zjemnenie

Vysledky jednotlivych Easti experimentu budyd priebeine vyhodnocované av pripade zistenia
nevhodnych neoZakdvanych udalost! bude pokus ukongeny a nasledne predloZeny novy projekt.
Zvieratd budd v kontakte iba s odbornymi o3etrovatelkami. Po skongeni pokusu budl zvierata

humanne utratené inhaldciou oxidu uhligitého.

Projekt bude podiiehat opatovnému schvalovaniu: ano nie



Priloha &2 : .76 72///3 -22./
Netechnické zhrnutie projektu podla § 40 Nariadenia vlidy SR & 377/2012 Z.z.

Nézov projektu:
Molekulové modelovanie, syntéza a biologicka aktivita substituovanych pyridoindolov v
prevencii diabetickych komplikécii

a) Ciele projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, pocte a typoch zvierat.

Podstatou projektu je $tadium moZnosti farmakologického vyuzitia inhibitorov
aldézareduktazy na béze substituovanych I-indoloctovych kyselin pri prevencii a liebe
diabetickych komplikécii. Budd navrhnuté, syntetizované a testované nové zliceniny
s oakdvanou schopnost'ou inhibovat’ enzym aldézareduktazu. Navrh novych Struktdr na baze
substituovanych l-indoloctovych kyselin, bude spocivat’ v poditaovej selekeii vhodnych
farmakoférovych fragmentov potrebnych pre interakciu s inhibiénym vézobnym miestom
enzymu. O¢akévanym prinosom projektu bude vyvoj vysoko uCinnych latok farmakologicky
vyuZiteI'nych v prevencii a liedbe chronickych diabetickych komplikacii a zépalu, s cielom
zniZit'" morbiditu a mortalitu diabetikov a zlepsit’ kvalitu ich Zivota.

V Casti projektu in vitro sa pouZzije celkom 324 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov,
samcov, kmetia Wistar). Experimentdlnym zvieratdm pred usmrtenim nebudd aplikované
Ziadne cudzorodé latky. Testované latky nepridu do kontaktu so Zivymi zvieratami.

Vdasti projektu_in vivo sa pouZije celkom 192 zvierat zvierat (dospelych laboratérnych
potkanov, samcov, kmeiia Wistar). Experimentalny diabetes sa navodi navodi i.p. podanim
troch dévok streptozotocinu [STZ, 30 mg/kg] v troch po sebe nasledujtcich diioch. Tento
spdsob je Setrnej’i a menej bolestivy ako jednorazové i.v. podanie STZ v davke 50 mg/kg,
ktoré je navySe spojené s 25 %-nou mortalitou. Kontrolnym a diabetickym zvieratdm
v lieGenych skupinach budd po dobu 5 dni (tj. 6. az 10. defi od zagiatku postupu) podavané
kaZdy defi testované zlaéeniny pracovnikom s dlhodobou praxou sondou do Falidka, Pripadné
neZiaduce udinky testovanych novych latok budd minimalizované dizkou postupu
obmedzenou na dobu piatich dni.

b) Preukizanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia
Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Rozhodujica &ast’ porojektu bude realizovani v podmienkach in viiro, kedy nebudti
experimentalnym zvieratdm pred usmrtenim aplikované Ziadne cudzorodé latky. Testované
litky nepridu do kontaktu so Zivymi zvieratami. V postupoch i vivo sa bude testovat’ len
obmedzeny podet nejucinnejdich derivatov z postupov in vitro. Aby sa zmiernilo utrpenie
zvierat, pouZije sa len kratkodoby postup in vivo v celkovej dizke 10 dni. Nutnost’ realizacie
postupov hodnotiacich uginok novosyntetizovanych latok na celych zvieratich podporuje aj
skutoCnost’, Ze sa jedn4 o komparativnu §tadiu biologickej aktivity viacerych zlidenin. V
medzindrodnych databézach a databazach medzindrodnych patentov (ECVAM, CAAT
systemic  review, www.google.com, Altweb: Alternatives to  Animal Testing,
www.ncbi.nlm.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. Pre komplexnost” procesov
absorbcie, distribucie a metabilizacie liegiv v Zivych organizmoch nie je moné Vv projekte
nahradit’ navrhnuty animalny model alternativnymi metédami.



Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym poétom experimentélnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu a bola zabezpedena reprodukovatelnost’ a validita postupu pre fyziologické,
biochemické a morfologické analyzy a ich $tatistické vyhodnotenie. Zvieratd budu rovnakého
pohlavia, veku, resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnot
a tym Statisticky nesignifikantnym vysledkom.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieratd budu po privezeni z chovného zariadenia Kkarantenizované: po dobu 7 dni budu
umiestnené po dvoch v dostato&ne velkych vaniciach (minimum 25x50x14cm) za stano-
vendho svetelného, tepelného a krmného reZimu. Budu vkontakte len so Skolenymi
pracovnikmi zverinca. Potkany v priebehu postupu preZivaju stres, ktory budeme
minimalizovat’ $etrnym zaobch4dzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru
a ohryzovanie. Pri injekénej aplikdcii STZ sa  stres zmierni pouZivanim tenkych
jednorazovych ihiel a Setrnym a ohladuplnym zaobchadzanim so zvieratami. Usmrtenie bude
prebiehat’ bezbolestne v hlbokej celkovej anestéze.

S/sq"wlz«e’ Pootdonss — i
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Netechnické zhrnutie projektov: Charakterizicia nového motiva v M1
proteine chripkového virusu a vyuZitie NSI dele¢nych mutantov
v nadorovej terapii (APVYV 0676-12) a Studium terapeutického
potencialu RNA interferencie a interferénov proti infekcii virusom chripky
(VEGA 2/0005/12)

Virusy chripky typu A patria medzi naj CastejSie sa vyskytujuce patogény v Fudske;j populécii.
Virusy chripky spdsobuju infekcie respiraéného traktu. Castd zmena antigénnej §truktury
(antigénny drift) a vznik novych rekombinantnych kmetiov pomocou reasortmentu medzi
dvomi cirkulujucimi virusmi (antigénny shift) znemoZfiuju pripravu univerzalnej vakciny a
vhodnych antivirusovych latok. Preto sa vyvijaji nové stratégie, ktoré by Ipecificky
interagovali s replikaciou virusov chripky. Nedavny objav interferujucich RNA predstavil
novy pristup v terapii proti virusom a inym patogénom zaloZenej na béze nukleovych kyselin.
NS deleéné virusy predstavuju model pre testovanie antivirusového uéinku interferénov
a zarovefi predstavujii novi terapeutickt monost lyzovania tumorov.

PredloZeny projekt pokusu je siastou riesenia 2 domécich projektov (Charakterizacia
nového motivu v M1 proteine chripkového virusu a vyuZitie NS1 dele¢nych mutantov
v nadorovej terapii  APVV 0676-12 a Studium terapeutického potencialu RNA
interferencie a interferénov proti infekcii virusom chripky VEGA 2/0005/12) a je
zamerany na:
1. Testovat’ na Balb/c mysiach terapeuticky uginok siRNA namierenych proti
r6znym génom virusu chripky. si RNA sa budd podavat’ jednorazovo
v rdznom €ase po infekeii virusom chripky.

2. Testovat’ hladinu jednotlivych interferénov indukovanych virusom chripky
a NS mutantami virusu chripky.

3. Otestovat’ terapeutické vyuzitie IFNov, zvia§t IFNov-lambda proti
chripkovému ochoreniu, vyuzitie a testovanie NS mutantov virusu chripky.

4. Testovat’ schopnost’ rdznych delednych mutantov virusu chripky lyzovat’
tumory.

5. Cervené krvinky ziskané z krvi mor&at'a domaceho pouZivat’ na stanovenie

hemaglutinaéného titra virusu chripky v alantoickej tekutine.

Vysledky experimentov prinest nové poznatky v oblasti vyuzitia siRNA a interferénov a
méZu sa v budticnosti na lieébu chripkového ochorenia a deledné virusy by mohli byt’ vyuZité
v klinickej praxi na lieSenie nadorov.

Odozva organizmu na infekciu virusom chripky ajeho mutantov, najmi ak sa sleduje
imunitnd odpoved, ako aj reakcia organizmu na siRNA alebo interferény je komplexny
proces, na ktorom sa podiel’a vela faktorov a prave preto sa vtomto pripade neda in vivo
nahradit’ bunkovymi kulttirami. Moréa domdce potrebujeme ako zdroj erytrocytov pomocou
ktorych sa stanovuje hemaglutinaény titer virusu chripky ako aj pritomnost’ virusu chripky vo
vzorke. Na hemaglutinadné titre je mozné pouZit’ kohiitie erytrocyty, ale v sudasnosti nemame
na naom ustave podmienky pre chov kohtitov. Podla zoznamu registra alternativnych metod
z European Centre for the Validation of Alternative Methods  (ecvam.jrc.it/-2k;
ecvam.jre.it/publication/MAb_statement pdy; ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.euw/-2k;
http://ec.europa.ew/enterprise/epaa/conf 2006.htm), analyza patogenézy infekcie spdsobene;j




provides protection against pneumovirus infection in vivo. Vaccine. 2011 Mar
24;29(15):2777-84.

7. Jewell NA, Cline T, Mertz SE, Smirnov SV, Flafio E, Schindler C, Grieves JL, Durbin RK,
Kotenko SV, Durbin JE.Lambda interferon is the predominant interferon induced by influenza
A virus infection in vivo. J Virol. 2010 Nov;84(21):11515-22.

8. Kaefer V, Semedo JG, Silva Kahl VF, Von Borowsky RG, Gianesini J, Ledur Kist TB,
Pereira P, Picada JN. DNA damage in brain cells and behavioral deficits in mice after
treatment with high doses of amantadine. J Appl Toxicol. 2010 Nov;30(8):745-53.

9. Sturlan Sakol. Endogenous expression of proteases in colon cancer cells facilitate
influenza A viruses mediated oncolysis. Cancer Biol Ther. 2010, 15;10(6):592-9.

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratdm podany pripravok na zniZenie bolesti.
Ani v jednom $§tadiu pokusu nebudi maft zvieratd obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun
potravy a vody. Na konci experimentov budi zvieratd huménne usmrtené. Ich organy budu
vypreparované a posliZia na potvrdenie infekcie virusom chripky a na stanovenie hladiny
interferénov a d’al§ich sledovanych proteinov.
Vychadzajuc z klasifikdcie krutosti postupov postupy, ktoré sa budd vykondvat’ na
zvieratach v planovanych pokusoch, je mo#né zaradit' do kategorie ,,slabé®.
Kazdodennt starostlivost’ o zvieratd v pokusoch bude vykondvat’ $koleny personal -
pracovnici pokusného zariadenia.
Nakolko st pokusy planované v ramei predlozeného projektu ¢asovo obmedzené na
trvanie vyskumnych tloh, nie je potrebné jeho spétné posudenie.
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Netechnické zhrnutie projektu: 7379 / 13-4/

Nazov projektu: Utinok hydrogélovych scaffoldov hyaluronanu na osteochondrilne defekty
v kolennom klbe ofipanych.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:
KPucové slova v projekte ( max 5 slov): hyaluronan, scaffold, osteochondralny defekt, ofipané

Ukel projektu’: Aplikovany vyskum
Ciele projektu:

Doposial’ na Slovensku nebol Studovany vplyv hyaluronanu sodného substituovaného tyraminom v
hydrogélovych skafoldoch na lie¢hu osteochondrélnych defektov v kolennom kibe u oSipanych.
Vysledky $tadie mozu byt perspektivne vyuZitelné pre terapeutické postupy v humannej medicine.
Cielom projektu je zistit' G&inok aplikicie hyaluronanu sodného substituovaného tyraminom v
hydrogélovych skafoldoch neosiatych, prip. osiatych chondrocytmi na proces lie¢by
osteochondrélnych defektov v kolennom kibe oSipanych.

Prinos z vykonaného projektu:

Predkladand §tidia prinesie origindlne vysledky, ktoré obohatia naSe znalosti o vplyve
hydrogélového skafoldu hyaluronanu substituovaného tyraminom neosiateho, resp. osiateho
chondrocytmi na mode] osteochondralnych poskodeni kolenného kibu. Vysledky postupu na
zvieratich sa VyuZiji v priprave novych implantdtov s terapeutickym uéinkom pri lie¢be chordb
pohybového apardtu &loveka. Experimentalna terapia novymi substanciami tkanivového
inZinierstva méZe rozsirit’ spektrum lie¢ebnych postupov pri patologickych zmenach spojivového a
kostného tkaniva v kolennom kibe.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:

Postup bude realizovany na model; osteochondralneho poskodenia chrupky kolenného kibu samcov
oSipanych plemena biele uglachtilé (Zivad hmotnost’ 70 + 5 kg). Experimentalne zvieratd budt
rozdelené v postupe do dvoch skupin lieGby neosiatym, prip. osiatym hydrogélovym skafoldom
vramci S$etrenia zvierat po 3 jedince v kazdej skupine. Vplyv hyaluronanu sodného
substituovaného tyraminom v hydrogéloch na lie¢bu osteochondralnych defektov sa bude sledovat’
po 8 tyZdtioch Stadie. V experimente sa pouZije jednorazovy zastav 6 osipanych v dvoch skupinach
po 3 zvierata.

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

Zvieratid sa zaradia do experimentov po dosiahnuti Standardnych hmotnostnych parametrov.
V projekte sa pouziju osipané s osteochondralnymi defektmi s podanim testovanych hydrogélov.
Lie¢ba bude profylakticks, &o znamend, Ze testovand latka sa bude aplikovat’ od prvého diia $tadie.
Po vybere zvierat a umiestneni v karanténe podas postupu bude zvieratdm venované $tandardna



veterinarna starostlivost’ zmluvnym veterinArnym lekérom. V pripade vyskytu ochorenia alebo
zhorSenia zdravotného stavu oSipanych v projekte, ktoré nestvisi s experimentom, budd choré
jedince po dohode s veterinarnym lekdrom vyradené z postupu a humdanne usmrtené. Pri vyskyte
bolestivych stavov sa budd zvieratdm podévat’ prostriedky na zniZenie bolesti (xylazin, mezokain,
tramadol). So vietkymi o¥fpanymi sa bude manipulovat’ tak, aby sa im nespdsobila zbytoéna
bolest’, strach a utrpenie. Operécie na experimentélnych jedincoch budi robené v celkovej anestézii
(Zoletil/Tiletamin + xylazin, ketamin+azaperon, inhaldcia anestetickych plynov: oxid dusny
akyslik v pomere 2:1 plus 0,5-1,5 % izofluran) spolu s lokélnou anestéziou (mezokain). Na
zabranenie pocitovania bolesti Ppo operacii budi zvieratdm poddvané analgetikd (Tramadol) denne
pocas celej Studie.

Predpokladana virovefi krutosti:

Postup sa vykona u dospelych jedincov saméieho pohlavia v celkovej a lokalnej anestézii
jednorézovo pri aplikécii scaffoldov do indukovaného osteochondralneho defektu kolenného kibu
o$ipanych s primeranou analgéziou podas celého obdobia projektu a pooperaénou starostlivosfou.
Navrhovana klasifikacia krutosti postupu je stredna.

Uplatiiovanie zisad 3R

1. Nahradenie zvierat:
V dostupnych databdzach neboli zistend nezvieracie techniky, ktoré by ukazovali na moZnost

nahrady zvierat poZadovaného druhu v projekte. Podl'a doterajsich poznatkov neexistuje adekvata
ndhrada alternativnymi  metddami sledovania posobenia testovanych latok pri  liegbe

osteochondralnych defektov na Zivy organizmus.

2. Redukcia poétu zvierat:
Experimentalne zvierata budi rozdelené v postupe do dvoch skupin lieby neosiatym, prip. osiatym

hydrogélovym skafoldom v rdmci Setrenia zvierat po 3 jedince v kazdej skupine. Vplyv
hyaluronanu sodného substituovaného tyraminom v hydrogéloch na lie¢bu osteochondralnych
defektov sa bude sledovat po 8 tyzdfioch studie. V projekte sa pouZije jednorazovy zastav 6
oSipanych v dvoch skupinéch po 3 zvieratd, aby sa ziskala prvotna informécia o procese obnovy

chrupky kolenného kibu a vplyve testovanych 14tok na cely organizmus o$fpanych.

3. Zjemnenie:

Osteochondralne pogkodenie kolenného kiby sa pouziva v predklinickom testovani latok s moznym
lie¢ivym ucéinkom ako predstupeii klinického sledovania v huméannej medicine. OSipané sa svojou
anatomiou a fyziologickymi vlastnostami podobaju Pudskému organizmu, preto sa pouZivaji
v projektoch na simulaciu overeni lieGebnych postupov pouZivanych v organizme &loveka.

Spbsob, akym sa pokusy vykonaju, budt zabezpedené tak, aby zvierata trpeli &o najmenej, pri¢om
sa im zabezpeia $tandardné chovné podmienky a zvolia sa manipulécie, ktoré zminimalizuju
bolest’ a zniZia troved stresu. Po aklimatizicii a umiestnen{ v karanténe, podas pokusov bude
zvieratém venované Standardni veterinarna starostlivost’ zmluvnym veterindrnym lekdrom. So



vietkymi jedincami sa bude manipulovat’ tak, aby sa im nespdsobila zbytona bolest’, strach
a utrpenie. Ako operatnd miestnost’ sa pouZije vydlaZdend miestnost® pre etologické sledovanie
spravania sa zvierat v Experimentilnom centre hospodarskych zvierat SPU Nitra (schvalené
zariadenie uZivatela &k. 2781/13-221/7 zo diia 28.10.2013) s moZnostou rychleho Cistenia,
dezinfekcie, sterilizaciou germicidnymi Ziariémi, vybavena klimatizaciou, operaénym stolom
aoperatnou lampou. Zékroky na zvieratich budi robend v celkove] anestézii zmesou
Zoletil/Tiletamin + xylazin (davka podla Zivej hmotnosti zvierat) a alternativne potom ketamin
v kombinécii azaperonom (v davkovani doporutenom vyrobcom) podanou intramuskuldrne.
V celkovej anestézii budd osipané udr¥ované inhaldciou anestetickych plynov: oxid dusny a kyslik
vpomere 2:1 doplnené 0,5- 1,5 % izofluranom pomocou laryngeédlnej masky. Na znecitlivenie
v mieste operdcie sa pouZije lokdlna anestézia 1 % mezokainom. Po operaénych zékrokoch bude
zvieratdm poskytnutd 3tandardna pooperacna starostlivost. Ustajnia sa vo vydezinfikovanych
individualnych boxoch vo vysterilizovanych priestoroch pérodnice, s vydezinfikovanou podlahou.
Na zabrdnenie pocitovania bolesti po operacii budi zvieratdm poddvané analgetikd (Tramadol)
denne podas celej $tidie. V pripade vyskytu ochorenia alebo zhorfenia zdravomého stavu zvierat
v pokuse, ktoré nesuvisi s experimentom, budu choré jedince po dohode s veterindrnym lekarom
vyradené z postupu a podrobené eutanizii preddvkovanim zmesou ketamin/xylazin s néslednym
podanim tiopentalu intramuskuldrne. Podobnym spdsobom budii zvieratd usmrtené 1 po ukonéeni
projektu.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: nie
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Netechnické zhrnutie projektu: Anti-tick Vaccines to Prevent Tick-borne
Diseases in Europe, ANTIDotE (FP7 call HEALTH.2013.2.3.4-1, 602272)

KlieSt Ixodes ricinus prenaSa bakteridlne, protozodlne a virusové patogény, ktoré
zapriCifiuji lymski borelidzu, babeziézu akliestovi encefalitidu. Podas cicania klieste
vpustaji do koZe proteiny slinnych Zliaz, ktoré sa dostavaju do kontaktu s obrannymi
mechanizmami hostitel'a a ulahuju tak prenos patogénov. Opakované cicanie kliesta vedie
k rezistencii hostitel'a a zniZeniu prenosu patogénov. Takto vznikla myslienka vytvorit’ proti-
klieStovii vakeinu, ktord by zaroveri chranila aj pred klie§t'ami prendSanymi ochoreniami.
V ramei projektu 7. rémcového programu Eur6pskej unie, Anti-tick Vaccines to Prevent
Tick-borne Diseases in Europe budeme na naom pracovisku sku$at’ tento model na viruse
klieStovej encefalitidy (TBEV). Zahrani¢ni partneri projektu budt model skusat’ aj na inych
patogénoch, pdjde o lymsku borelidzu a babezidzu. V prvej faze, pdjde odva &iastkové
pokusy, na zéklade ktorych sa vybert kandidéti na proti-klie§t'ovi vakeinu.

Predlozeny projekt pokusu je zamerany na:
1. Transkriptémovii analyzu génov v slinnych #Fazach kliesta pocas cicania
2. Testovanie vybranych génov vyblokovanych prostrednictvom RNAi v kliegfovi
na BALB/c myS$iach
3. Testovanie kandiddtov na proti-klie§tovii vakcinu na BALB/c mysSiach

Vysledky experimentov prinesi nové poznatky v oblasti prenosu  klie§t'ami
prenaSanych patogénov a mézu sa v budtcnosti vyuZit v prevencii tychto ochoreni.
Farmakologicky aktivne latky v slinich klie§ta potlacaju imunitni odpoved’ hostitel’a a tym
napoméhaju prenosu klie$tami prendsanych patogénov. Prave porozumenie funkcie vietkych
zloziek vslinach klie§ta nam pomdZe odhalit mnohé zikonitosti v prenose patogénov.
Interakeia slin kliet'a s organizmom hostitel’a je komplexny proces, na ktorom sa podiela
vel'a faktorov a prave preto sa v tomto pripade ned4 in vivo nahradit’ bunkovymi kultirami.

Podl'a zoznamu registra alternativnych metéd z European Centre for the Validation of
Alternative Methods (http://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu) a The Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods (http://iccvam.niehs.nih.gov) analyza
patogenézy infekcie spdsobenej testovanym virusom nie je moZn4 bez modelového systému a
je nevyhnutné pouzit' vhodny zvieraci model. V tomto pripade je moZné pouzit’ mys.
Vzhl'adom na nevyhnutnost’ pouZitia laboratérnych zvierat sa v projekte sleduje a uplattiuje
najnovsia legislativa v stivislosti so smernicami o pouZiti zvierat na vedecké udely, ktort
uzikonil Eurépsky parlament vo forme revidovanej smernice 2010/63/EU o zvieratich
pouZivanych na vedecké ticely, ktord nadobudla Gi¢innost’ 1. janudra 2013, ako aj Nariadenie
Vlady Slovenskej republiky zo 14. novembra 2012, ktorym sa ustanovuji poZiadavky na
ochranu zvierat pouZivanych na vedecké ugely alebo vzdelavacie ucely (Zbierka zakonov &.
377/2012) a Vyhlaska 436 Ministerstva pddohospodarstva a rozvoja vidieka Slovenskej
republiky zo 14. decembra 2012, ktorou sa ustanovuju podrobnosti o poZiadavkich na
ochranu zvierat pouZivanych na vedecké alebo vzdelavacie ucely. Nové pravne predpisy
prisne dbaji na dodrZiavanie pravidiel troch Rs (replacement, reduction, refinement) (t.].
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 metédy.
Ked' nie je moZné pouZit’ alternativne metédy, aby sa zlepdili a zjemnili met6dy v postupoch,



pri ktorych sa odstrani alebo obmedzi na najniz8iu mieru bolest’, utrpenie, strach alebo trvalé
poSkodenie zvierat.

V projektoch sa ako modelovy druh pouziva my$ laboratérna. Maximalny podet
zvierat, ktoré sa v pokusoch pouziju za 5 rokov je 400 ks Balb/c mysi (samicky).

V  tdajoch o plénovanych poétoch zvierat je zahrnuty aj podet potrebny pre
opakovanie niektorych pokusov. Podet my§i je pldnovany na 5 rokov abude sa robit’
niekol’ko rozli¢nych experimentov. Opakovania pokusov sa viak obmedzia na nevyhnutné
minimum a buda sluzit vylugne pre overenie spornych vysledkov a objektivne §tatistické
vyhodnotenia experimentov.

Laboratérne zvieratd budu podas celého pokusu chované za §tandardnych podmienok
podla platnej normy EU, pri¢om sa budt reSpektovat’ zakladné etické principy pozadované
pri zaobchddzani s pokusnymi zvieratami. V silade s 3Rs zésadami sa pocas celého pokusu
budi dodrzovat' postupy maximélne zjemiiujiice pokus. Pre laboratérne mysi budd podas
pokusov vytvorené dobré Zivotné podmienky, obmedzi sa ich bolest, utrpenie, ako aj
pripadnd trvala ujma na minimum.

1. Willadsen P 2004: Anti-tick vaccines. Parasitol 129 Suppl: S367-87. Review.

2. Merino O, Alberdi P, Pérez de la Lastra IM, de la Fuente J 2013: Tick vaccines and the
control of tick-borne pathogens. Front Cell Infect Microbiol.;3:30. doi: 10.3389 / fcimb.
2013.00030.

3. Havlikova S, Roller L, Ko&i J, Trimnell AR, Kazimirova M, Klempa B, Nuttall PA 2009:
Functional role of 64P, the candidate transmission-blocking vaccine antigen from the tick,
Rhipicephalus appendiculatus. Int J Parasitol. 39(13):1485-94.

4. Labuda M, Trimnell AR, Li¢kova M, Kazimirovd M, Davies GM, Lissina O, Hails RS,
Nuttall PA. 2006: An antivector vaccine protects against a lethal vector-borne pathogen.
PLoS Pathog. 2(4):e27.

5. Havlikova S, Ligkova M, Ayllén N, Roller L, Kazimirova M, Slovak M, Moreno-Cid JA,
Pérez de la Lastra JM, Klempa B, de la Fuente J. 2013: Immunization with recombinant
subolesin does not reduce tick infection with tick-borne encephalitis virus nor protect mice
against disease. Vaccine 15;31(12):1582-9. doi: 10. 1016/j.vaccine.2013.01.017. n

6. Havlikova S, Ligkova M, Klempa B 2013: Non-viraemic transmission of tick-borne
viruses. Acta Virol. 57(2):123-9. Review.

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratdam podany pripravok na zniZenie bolesti.
Ani v jednom $tadiu pokusu nebudd mat’ zvierata obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun
potravy a vody. Na konci experimentov budu zvieratd humanne usmrtend. Ich organy budua
vypreparovan€ a posliiZia na potvrdenie infekcie virusom TBEV.

Vychadzajic z klasifikdcie krutosti postupov postupy, ktoré sa budi vykonavat’ na
zvieratach v planovanych pokusoch, je mozZné zaradit’ do kategérie ,,slabé.
Kazdodennt starostlivost’ o zvieratd v pokusoch bude vykonavat Skoleny personal -
pracovnici pokusného zariadenia.

Nakolko st pokusy planované v ramci predloZeného projektu ¢asovo obmedzené na
trvanie vyskumnych tloh, nie je potrebné Jjeho spétné postidenie.



Netechnické zhrnutie projektu: f;’//;’jp/ 13 ~22 7

Nazov projektu: Ugast HMGB1 proteinu v experimentalnom infarkte myokardu: ochrana vs.
poskodenie myokardu.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 2/0144/14 (registragné &islo projektu)

Kruéové slova v projekte ( max 5 slov):
High-mobility-group box 1 (HMGBH1), Affimolekuly, infarkt myokardu

Ugel projektu: Zakladny vyskum

Opisat’ ciele projektu:

Cielom projekiu je zistit Uéinky novo objaveného HMGB1 proteinu, ktory sa vyluduje po&as
mozgovej prihody ako aj srdcovej ischémie. Na tento Uéel pouZijeme dva typy
experimentalneho infarktu myokardu:

Ex vivo model — perftizia srdca podla Langendorffa

In vivo model - experimentalny infarkt myokardu bude vyvolany podvézom koronarnej artérie
potkana

Podla Udajov dostupnych v literattire sa autori prikiafnaji skér na stranu Skodlivého, nez
ochranného Gginku HMGB1 proteinu pri infarkte myokardu. Preto prvym krokom projektu
bude neuralizovat HMGB1 protein pomocou $pecifickych protilatok, ako aj prostrednictvom
affimolekil. V pripade, e velkost infarkty myokardu sa zmens$i, budeme testovat davky
protilatok alebo affimolekul, tak aby sme vyselektovali konkrétnu davku, ktoru treba pridat
pre optimalnu ochranu myokardu. Naopak, ak sa velkost infarktu zv&&si, mbézeme
predpokladat, Ze Glohou HMGB1. proteinu je skér ochrana myokardu. V takom pripade
budeme pridavat rézne davky proteinu priamo do myokardu po infarkte. Nasledne
vyhodnotime optimalnu davku s protektivnym Gé&inkom.

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

Originalita predkladaného projektu je zaloZzena na kompletne novom postupe, ktory méze
prispiet k priaznivej lieSbe po infarkte myokardu. Hlavnym cielom tohto projektu je teda najst
optimalnu davku HMGB1 proteinu alebo jeho protilatky resp. affimolekuly, ktora dokaze
efektivne prispiet k ochrane myokardu pred pogkodenim po infarkte.

Druhy pouzitych zvierat aich predbezné poéty: POTKAN LABORATORNY (rattus
norvegicus) linia WKY 120 ks

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

Chirurgicky zakrok v celkovej anestéze a s primeranou analgézou méze byt spojeny
§ miernou pooperaénou bolestou a celkovou nepohodou.

Predpokladana troven krutosti: ex vivo experimenty — bez moZnosti zotavenia
In vivo experimenty — stredna krutost



Uplatriovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Vedeckym oddévodnenim pouzitia zvierat na experiment je, Ze su to Zijlce organizmy
poskytujlce interaktivny adynamicky systém, sktorym sa da manipulovat za u&elom
zistenia mechanizmu normalnych funkcii ako aj mechanizmu pri réznych patologickych
ochoreniach. Vysledkom je lepsie pochopenie Zivého organizmu a tak poznatky mézu byt
Ciastoéne zoveobecnené na iné druhy, vratane &loveka, smerujtic k vyvoju uéinnych terapii
a lepsej metodickej diagnostike v skorych $tadiach ochorenia. Zvieracie modely su zvyéajne
vo vSetkych oblastiach biomedicinskeho vyskumu a vyrazne sa podielaju na lekarskom
VYVOji.

Pre sledovanie nami vytyéenych ciefov nie je moZné pouzit' poéitadovy model zvierata a
najvhodnej§im modelom je laboratérny potkan. V projekte sme zvolili kmef Wistar Kyoto
potkanov, u ktorych by HMGB 1 protein mal byt podra literarnych Gdajov identicky s ludskym
na 99%.

2. Redukcia poétu zvierat:

v v

V planovanom experimente je zabezpedeny ¢o najnizsi podet experimentalnych zvierat tak,
aby bol experiment $tatisticky vyhodnotitelny a zavery véeobecne prijatelné. Kedze projekt je
rozdeleny na dve rozdielne $tudie ex vivo a in vivo experimentov, potrebujeme 2 samostané
skupiny laboratérnych zvierat. Literare Udaje o torakotomii uvadzaji 60% uspesnost
prezitia. O tento pocet sme navysili planovany poéet zvierat. Pokial je to mozné, spajame
vyhodnotenie parametrov so spolupracujlcimi laboratériami, aby sme dosiahli &o najvagsi
pocet vysledkov pre &tatisticky analyzu pri o najmengom podte experimentainych zvierat.

Po huménnom usmrteni zvierat sa odoberie maximalne mnoZstvo vzoriek na sledovanie
fyziologickych, biochemickych a morfologickych parametrov. Je zabezpecena spolupraca
medzi laboratdriami (ako v ramci UNPF SAV, tak aj s inymi laboratériami), aby sa v ramai
experimentov jednotlivych laboratérii dalo pouzit &o najvadsie mnoZstvo spoloénych
experimentalnych zvierat.

3. Zjemnenie:

Zvieratd budd chované v modernom, oficidlne schvalenom zariadeni s maximalnym
komfortom. Budi pod stalou kontrolou zmluvného veterinarneho lekara. Osoby, ktoré budu
manipulovat so zvieratami maju viacroéné sktisenosti.

U skupiny zvierat pouzitych na ex vivo experimenty, budl zvieratd huménne usmrtené.
Najskér sa vystavia pésobeniu oxidu uhligitého v uzavretej nadobe aZ do straty vedomia.
V hibokom bezvedomi im bude prevedena dislokalna cervikacia a nasledne vypreparované
srdce pre Langendorffovu perfuziu. Po ukoneni tejto Gasti experimentu, bude myokard
spracovany pre biochemické a morfologické vyhodnocovanie.

U skupiny zvierat na in vivo experimenty bude vykonany chirugicky zakrok v celkovej
anestéze. Po zakroku budu zvieram podavané analgetika na zmiernenie pooperaénej bolesti
a diskomfortu (podrobny postup vid' navrh projektu).

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: nie



Priloha I

Netechnické zhrnutie projektu podia § 40 Nariadenia viady SR & 377/2012 Z..z.
7453 /73-22
Nazov projektu:
Animalny model neurodegeneracie monitorovany iz vive pomocou magnetickej rezonancie

(MR) pred a po terapii

a) Ciele projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte a typoch zvierat.
Podstatou projektu je Stadium skorych $tadii demencii Alzheimerovho typu a mo¥nosti
ovplyvnenia neuroprotektivami. /# vivo MRI/MRS experimenty si zamerané na skimanie
a pochopenie bunkovych a molekularnych mechanizmov, podielajucich sa na zabezpedeni
funkénej a $truktirnej integrity mozgového tkaniva glie a neur6nov po aplikacii neurotoxinu,
ktory simuluje zéipalovy a neskér neurodegeneraény proces vtomto regiéne. Rovnako
budeme sledovat moZnost terapie na tento regibn mozgu vhodne vybranym
neuroprotektivom, ¢o predstavuje nové terapeutické moznosti. Prinosom projektu budd
originalne poznatky o vyuZiti neuroprotektiv v skorych $tadiach neurodegeneracie mozgu,
ktoré by prispeli k poznatkom pri prevencii a ochrane integrity mozgového tkaniva glie a
neuroénov pred poSkodenim. V postupe pouZijeme 30 dospelych laboratérnych potkanov,

samcov, kmefia Wistar/DV.

b) Preukizanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V medzinarodnych databazach a databazach medzindrodnych patentov (ECVAM, CAAT
systemic review, www.google.com, Altweb: Alternatives to  Animal Testing,
www.ncbi.nlm.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 experimentalnych zvierat. V sucasnej dobe neexistuje in4
SetrnejSia predklinick4 metoda, ktoré by nahradila in vivo MRI/MRS techniku na preskiimanie

neurodegeneracie mozgu v ir vivo podmienkach.

Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)



Projekt je planovany s minimalnym poétom experimentalnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu abola zabezpe¢ena reprodukovatelnost a validita pokusu pre fyziologicks,
biochemické a morfologické analyzy a ich $tatistické vyhodnotenie. Toto minimalne pouZitie
zvierat je umoznené prave pouZitim modernej a unikatnej in vivo MRI/MRS techniky, ktord je

zatial’ jedinou svojho druhu na Slovensku.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Potkany v priebehu pokusu preZivajuo stres, ktory budeme minimalizovaf S§etrnym
zaobchadzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru a ohryzovanie. Pri
injekénej aplikacii D-galaktozy a trimetylcinu aj anestetika sa bude stres potladat pouZivanim
velmi tenkych jednorazovych sterilnych ihiel a §etrnym a ohladuplnym zaobchadzanim so

zvieratami. Usmrtenie bude prebiehat’ bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

S/bovéw‘ /—70 52K ey — iy
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Zmena funkcie Ca** transportérov v cerebeldrnych granuldrnych
neuronoch (CGNs) pocas poskodenia.

KFiacové slova v projekte: IP3 receptory, neurony, rast, neurodegenerdcia, neuroregenerdcia
1. Ukel projektu: zdkladny vyskum

2. Ciele projektu:

1. Zaviest primdrnu kultiru cerebeldrnych granuldrnych bunmiek pestovanych na ,)in vitro“
vytvorenej fibrotickej jazve ako model poskodenia CNS.

2. Porovnat’ morfometrické parametre neuritov rasticich na fibrotickej jazve a meuritov
rasticich v kontrolnych podmienkach.

3. Identifikovat’ zmeny expresie jednotlivych vhutrobunkovych transportérov vdpnika - IP3
receptorov, ryanodinovych receptorov (RyR) a vdpnikovej pumpy (SERCA) a zmerat zmeny
uvoltiovania vdpnika z vatrobunkovych  zdsobdrni v ,in vitro“ modeli poskodenia
centrdlnej nervovej sistavy (CNS) a v kontrolnych podmienkach.

4. Popisat rozdiel v excitabilite poskodenych a kontrolnych neurdénov meranim ionovych
pridov a akénych potencidlov metédou ,, patch clamp”.

3. Prinos z vykonaného projektu:

Désledky poSkodenia CNS na irovni Jednotlivych neurdnov, celych oblastt mozgu a proces
ndaslednej neuroregenerdcie nie si dostatocne preskimané, pritom predstavuji zavazny
medicinsky problém. Sumarizdcia experimentdlnych vysledkov z pldnovanych experimentov
prinesie nové poznatky o zmendch dynamiky vmitrobunkového vdpnika a jej vplyve na
excitabilitu neurénov a o procese rastu neuritoy pocas poSkodenia CNS.

Vyhodou ndsho modelu fibrotickej jazvy (teda ,,in vitro“ modelu poskodenia CNS) je moznost
sledovat’ casovy priebeh zmien a moznost zasahovat do procesu napr. priddvanim réznych
protektivaych ldtok. Suhrn tychto pozorovani mése byt potencidine zaujimavy i pre klinické
aplikdcie.

4. Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné polty:

Projekt je optimalizovany z hladiska poctu pouzitych zvierat na dosiahnutie maximdlneho
vtazku. Na ziskanie Statisticky vyznamnych vysledkov je potrebnych priblizne 20 izoldcif na 1
rok. Vzhladom na to, Ze pri objedndvke 5-7 dni starych mlddat musime vidy zobrat samicuy +
cely vrh (Co zvycajne predstavuje asi 10 Jedincov), predpokladany pocet zvierat na 3 roky je
maximdlne 600 mlddat a 60 samic-matiek.

5. Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati v rameci vykonavania
projektu:

Vvamci projektu je jedinou ujmou rychle usmrtenie jedincov dekapitdciou a néslednou

izoldciou mozgového tkaniva potrebného na pripravu primdrnych kultir neurénov.



6. Predpokladana viroveii krutosti:
Klasifikdcia krutosti planovanych postupov podla prilohy ¢4 nariadenia viddy SR ¢
37772012 Z.z. je jev kategorii: "bez moznosti zotavenia",

7. Uplatiiovanie z4sad 3R

poZiadavka nahradenia

Nami pldnované experimenty nie je mozné vykondvat na imortalizovanych linidch neurénoy z
toho dévodu, Ze v siucastmosti dostupné imortalizované linie (prakticky iba HI22 linig
hipokampdlnych buniek, ktord reprodukuje glutamdtovi; toxicity ale uplne stratila elektricki
excitabilitu) majii natolko pozmeneny fenotyp, Ze iba minimdine korelyji s Jyziologickymi
viastnostami a sprdvanim sa neurénov v podmienkach ,in vivo*“ resp. primdrnych kultir
neurénov.

poZiadavka obmedzenia

Projekt je optimalizovany z hladiska Poctu pouZitych zvierat na dosiahnutie maximdlneho
wtazku a Statisticky relevantnych vysledkov. Maximdlny pocet izoldcif pocas 3 rokov je 60.
Planovany pocet jedincov na celé obdobie trvania projektu (3 roky) je 60 samic a odhadom
maximdine 600 mlddat.

emnenie

Laboratérny potkan je Standardny objeks, ktory sa celoplosne vyuziva pri §tidiu Struktiirnych
a funkénych viastnosti neurondlneho tkaniva, co vytvdra predpoklady pre ndlezité
porovndvanie vysledkov medzi laboratériami. Rychla dekapiticia middat V experimente
predstavuje rychle usmrtenie s najmenSou mierou bolesti. Usmrtenie samic-matiek bude
vykondvané podanim letdlnej ddvky anmestetika tenkou ihlou uréenou pre diabetikov,
intraperitonedine.

8. Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: #no

Podla §37 nariadenia viddy SR & 377/2012 Zz. odst 3 sa nevyZaduje spéitné posiidenie

Dprojektu, z toho dévodu, ze Dprojekt zahtia iba postup usmrtenia zvierat klasifikovanych ako
»bez moznosti zotavenia“.
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Netechnické zhrnutie projekiu #6502 /43-/ 29
Nazov projektu:

Hodnotenie biologickej aktivity hovosyntetizovanych derivdtoy aryloxyaminopropanolu ako
potencidlnych antihypertenziv v podmienkach in vitro

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:
Utel projektu: zdkiadny vyskum

Ciel' projektu

Cielom projektu je formou skriningového hodnotenia na izolovanych predsiefiach srdca i aortach
potkanov zistit schopnost testovanych latok pozitivne ovplyviiovat zdkladné kardiovaskuldrne
parametre, t.j. tepovil frekvenciu spontanne tepajucich aj izoprenalinom stimulovanych predsieni
experimentalnych zvierat ako aj schopnost relaxovat hladki svalovinu ciev.

Prinos z vykonaného projektu

PredloZeny projekt systematicky nadvdzuje na $tudium vztahu Struktury a Géinku u novych
biologickych aktivnych I4tok, uktorych je predpoklad priaznivého ovplyviiovania zékladnych
kardiovaskuldrnych funkcii. Na ziklade ziskanych vysledkov bude mozné doplnit informécie o
schopnosti tychto $truktdr ovplyviiovat niektoré fyziologické funkcie. NajucinnejSie latky budd
vybrané k detailnej§im experimentalnym postupom za poufitia inych metodickych pristupov,
pricom vzdialenym ciefom natho snaZenia je najdenie nového lie¢iva s optimalnymi
farmakologickymi vlastnostami.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbe#né pocty: potkany, kmef Wistar v polte 48 ks
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierats v rémci vykonavania projektu:

Ide o experimenty, kde sa hodnoti d&inok testovanych latok na izolovanych organoch potkanov. Pri
in vitro experimentoch s orgény odoberané v celkovej anestézii a zvierats sa utratia. Pocas
ustajnenia nebudi vykondvané iadne postupy, ktoré by nardsali pohodu a celkovy stav zvierat.

Predpokladana drovef krutosti: slabj

Uplatiiovanie zisad 3R

1. Nahradenie

V predkladanom projekte pldnujeme sledovat inhibiény G&inok originadlnych novosyntetizovanych
latok na kontrakciu aorty navodent fenylefrinom, ako aj vplyv latok na sponténne tepajlice
izolované predsiene. V stasnosti ani bunkové kultary, ani pocitaové simuldcie nedokasy

poskytnit relevantné informécie, tykajlce sa ovplyvnenia ciev a funkcie prevodového systému
srdca.



2. Obmedzenie

V jednotlivych experimentdlnych skupinich bude pouZitych 8 pokusnych zvierat, ¢o zabezpedi
adekvatnu 3tatisticky interpretaciu ziskanych vysledkov pre pripad, ze by doslo k ndhodnému
zlyhaniu experimentéinej techniky. Z kazdého zvierata budu sdasne odobraté a experimentaine
spracované 2 orgény (srdce a aorta). Zvierata budu rovnakého pohlavia, veku, resp. hmotnosti, aby
sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnét, a tym Statisticky nesignifikantnym vysledkom.

3. Zjemnenie

V priebehu prvého tyidiia po ustajneni, v dostatoéne velkych chovnych nadobdch, za stanoveného
svetelného a kfimneho refimu, budq zvieratd karantenizované. Budu v kontakte iba s odbornymi
oSetrovatelkami. Ked%e sa jedna o akatnu in vitro experimentdlnu techniku, zvieratd budd pred
odobratim orgénov utratené v pokuse za pouZitia celkového anestetika tiopentalu (80 mg/k i.p.).

Projekt bude podliehat op&gtovnému schvalovaniu: ano  nie



4545 /43 ~224

PRILOHA &.2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
»otidia hodnotenia biologickej aktivity vzorky lieku Imunor (Transfer faktor)*

Podrobny opis uéelu projektu a vichodiskovd situdcia projektu: :

Utelom projektu je otestovanie biologickej aktivity kazdej novo vyrobenej 3arze pripravku
Imunor, ktory sa pouziva na prevenciu a lie¢bu portich imunity. Inbredné my3i kmetiov Balb/c alebo
C3H st nevyhnutnym schvalenym a overenym zdrojom imunitnych buniek. Na sudasnom stupni
vedeckého poznania neexistuje alternativny validovany in vitro testovaci systém na bunkovych lini4ch,
ktory by nahradil pouZivany model. Meranie in vitro proliferaénej aktivity slezinovych lymfocytov
mysi po ovplyvneni imunomodulaénou latkoy — Imunorom je Setrny spdsob zistovania biologickej
aktivity lieku a vyrazne redukuje utrpenie zvierat aj manipuldciu s nimi.

S"peciﬁcke’ ciele projektu:

e Kvalitativny - Testovanim novo vyrobenych $arzi lieku Imunor prispiet’ k dobrej t&innosti a
vysokej kvalite vyrobeného licku.

® Terapeuticky — liek pre Pudi so zniZenou imunitou. Liek Imunor je indikovany najmi pre
lie€bu v pripadoch laboratérne dokdzanej poruchy bunkovej imunity (zniZenie celkového poctu
T lymfocytov, zniZenie CD4+ T- helper lymfocytov, zvySenie CD8+ T supresorovych
lymfocytov), dalej v klinickych pripadoch ochoreni, o ktorych je zndme, Ze si zvylajne
spojené s poruchou bunkovej imunity. Dalej je indikovany pri deficitoch humorélnej imunity s
laboratérne dokézanym zniZenim hladiny imunoglobulinov a kolisavymi nalezmi poruSene;j
bunkovej imunity s klinickym obrazom recidivujicich infektov réznych lokalit.

° Ekonomicky - bez otestovania $arse nie je moZné liek prepustit’ do distribucie.

Poéet a typ zvierat, ktoré sa v projekte pouZiju:
PouZiju sa mladé dospelé negravidné samice inbredného kmefia mys$i Balb/c alebo C3H. Na zagiatku
Stadie budii zvieratd vo veku 8-10 tyZdiiov a hmotnosti 18-24 g.

Podet zvierat v pokuse na celé poZadované obdobie (rok 2014 — 2018):

Poclet novo vyrobenych $arzi lieku Imunor 50 Sarzi
Pocet zvierat na otestovanie 1 Sarze — 6 zvierat, 3 opakovania 18 ks
Podet zvierat celkom na otestovanie 50 vzoriek Imunoru 50x18= 900 ks

Preukazanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia:

Poziadavka nahradenia:

Slezina pokusnych zvierat bude sluzit ako zdroj na izolaciu slezinovych lymfocytov, ktoré sa pouziju
pri realizécii testu Proliferatnej aktivity lymfocytov. Neexistuje relevantnd néhrada pre izolaciu
potrebnych buniek (PoZiadavka nahradenia).

Podet zvierat v jednom pokuse je uvedeny v $tandardnych pracovnych postupoch. Realizicia prebieha
v 3 nezavislych opakovaniach, pri¢om v kaZdom opakovani sa pouZije 6 ks zvierat. Celkovo pouZijeme
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18 ks zvierat, ¢o je minimalne mnoZstvo na to, aby sa nezniZila reprodukovatelnost a validita pokusu
(Poziadavka obmedzenia).

Realizdcia pracovného postupu bude sluzit za tdelom vysokoSkolského vzdelavania na LF SZU na
praktickych cvieniach z predmetu imunolégia apri laboratérnych cvieniach atestujicich lekdrov
v odbore imunol6gia (Poziadavka obmedzenia).

V pripade, Ze zadavatel' poziada stidasne o otestovanie 2 novych $arZi lieku Imunor, na pokus sa
pouZiju tie isté zvierats, &iZe ich mno¥stvo sa nenavysi (PoZiadavka obmedzenia).

Zvierata budu pred pokusom ustajnené v klietke spolu a bude im zabezpedena Standardn4 starostlivost
(Poziadavka zjemnenia).

Zvieratd budu usmrtené dekapitaciou pri slabej dietyléterovej anestézii (Poziadavka zjemnenia).
Opis vzniknutej ujmy na zvieratich (doplnenie netechnického zhrnutia projektu)
Pocas realizicie projektu budii na zvieratich vykondvané postupy zaradené podla klasifikécie krutosti

postupov v sulade s Prilohou &. 4 k Nariadeniu vlady €. 377/2012 Z. z. nasledovne: Dekapitécia zvierat
v inhala¢nej anestézie dietyléterom: slabé postupy
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Netechnické zhrnutie projektu 4546/‘73 ~L3/
Nazov projektu:
Chronofarmakolégia antihypertenziv v modelj spontanne hypertenzného potkana

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:
Uéel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu

Cielom pokusu je zistjt vplyv chronofarmakologického konceptu (aplikacia lieku rdno vs. aplikécia
lieku veler) na efektivity zniZenia tlaku krvi pri porovnani monoterapie a kombinovane;j liecby
valsartanom a amlodipinom u spontanne hypertenznych potkanov.

Prinos z vykonaného projektu:

monoterapia, vo viéine pripadov je potrebns kombinovana liecba, t.j. pousitie viacerych
antihypertenziv suéasne. Kombinovana lie¢ba poskytuje lepsiu kontroly krvného tlaku a je zvy¢ajne
lepdie znasana ako monoterapia s vysokymi davkami jedného liegiva. Klinickych udajov
porovnavajlcich rozdiely medzi rannym a vedernym poddvanim kombinovanej liecby je vZak
v odbornej literatire zatial podstatne menej ako je tomu v pripade monoterapie. Z experimentoy
dokonca este nebola zverejnend Ziadna praca zaoberajica sa chronofarmakolégiou kombinovanej

Druhy poutitych zvierat a ich predbeiné pocty : Potkany, samce roduy spontdnne hypertenzny
potkan 160 ks

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

Ide 0 experimenty, kde sa hodnoti vplyv dlhodobej liecby na systémovy tlak krvi, funkciy srdca
a obliciek, preto je potrebné vykonat experiment in vivo, teda na celom zvierati. V experimente sa




celkovej anestéze, po ktorej zvieratd nenadobudnii vedomie a budd humanne utratené. Celkovo sa
neoCakava vyrazne poskodenie srdca a obligiek (v zmysle zlyhania organov a prejavov ako
dychavitnost, edémy, zniZenie telesnej hmotnosti, ¢i znizenie fyzickej aktivity, hravosti zvierat) po
podani antihypertenziv. V pripade neo&akdvaného nahleho zhorSenia zdravotného stavu budu
zvieratd huménne utratené.

Predpokladana trove krutosti:

slaba

Uplatiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie:

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit vplyv antihypertenziv valsartanu,
amlodipinu, resp. ich kombinacie na systémovy tlak krvi, dychovi frekvenciu, EKG, bazélnu a beta
adrenergicky stimulovanu funkciu lavej komory in situ, funkciu oblitiek, histologické zmeny a
molekularno-biologické parametre, nie je moZné pokus vykonat bez poutitia zvierat. Po&itadové
simuldcie nie st vtomto pripade vhodnym alternativnym spésobom, podobne ako in vitro pokusy,
kedZe na bunkovych kultdrach nie je mozné relevantne posudit systémové Gcinky antihypertenziv a
komplexné deje s nimi suvisiace.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouzity minimalny pocet experimentalnych zvierat (n=10 v skupinach)
potrebny pre Statistické vyhodnotenie (pri dostatocnej sile statistickej metddy) a zachovanie
relevantnosti pokusu. Zvierat, ktoré budu pouZité na meranie lavokomorovej funkcie v prvej faze nie
je moZné pouZit na molekulérne analyzy vzhladom na posobenie anestézy a dobutaminy, ktory méze
dramaticky ovplyvnit génovi expresiu. Preto je nutné mat rovnako ovplyvnené skupiny zvierat

v prvej i druhej faze.

3. Zjemnenie:

Vysledky jednotlivych Easti $tidie budd priebesne vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych
neocCakdvanych udalosti bude experiment ukonéeny a nésledne predloZeny novy projekt tak, aby sa
znizil polet pouzivanych zvierat. Hemodynamické merania budg realizované u zvierat v celkovej
anestéze, vietky zvierata v prvej aj druhej faze bud humanne utratené oxidom uhliditym,

Projekt bude podliehat opiitovnému schvalovaniu:  dno  nie



Netechnické zhrnutie projektu 754 3//3 — 221

Nézov projektu: Oxid dusnaty v mozgovej kore: od genov k schizofrénii
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Kruéové slova: oxid dusnaty, prepulzna inhibicia, socidlna izolacia
Ugel projektu: Zakladny vyskum

Ciel' projektu

Cielom projekiu je objasnit vyznam signalizacie pomocou NO v patofyzioldgii schizofrénie. V modeli
schiozfrénie, zaloZzenom na socialnej izolacii zvierat preskimame udlohu NO VO Vvyvoji mozgu,
udrZiavani redoxnej rovnovahy, GABAergickej neurotransmisii a senzoricko-motorickom vratkovani.
Dalej sa zameriame na sledovanie zmien v tvorbe NO a jej vztah ku kortikalnemu GABAergickému
systému, redoxnému stavu a efektivite senzoricko-motorického vratkovania. Presktimame tieZ Ucinok
antioxidaénej lie¢by na tieto fenotypy.

Zameriame sa na doteraz nepreskimané genetické a molekularne aspekty interakcie medzi
neuronalnou NO-syntazou (NOS1), enzymami reguléacie redoxného stavu, redoxnou signalizaciou a
funkciou GABAergickych interneurénov, ktoré su s najvacsou pravdepodobnostou velmi vyznamné
pre patofyziolégiu schizofrénie.

Prinosu projektu

Originalnost’ nasho ciela spociva v prinose novych poznatkov o dlohe NO signalizacie vo vyvoji
mozgu, GABAergickej neurotransmisii, udrziavani kortikélnej redoxnej rovnovahy, neurtrofickej
signalizacii a vratkovani irelevantnych senzorickych podnetov.

Vysledky tohoto projektu vyznamne prispejd k pochopeniu patofyziologie schizofrénie. Nage zistenia
mozu byt vyuzité pri vyvoji novych diagnostickych a prognostickych metéd a hfadani novych
terapeutickych moznosti.

Ocakavame , Ze chov potkanov v sociainej izolacii bude mat za nasledok znizenie prepulznej inhibicie
(prepulse inhibition — PPI) a zvysenie expresie NOS1, NF-kappaB a NADPH-oxidazy vo frontalnej
kére a hipokampe. Naproti tomu, o&akavame znizenie expresie a aktivity antioxida¢nych enzymov a
enzymov syntézy glutationu (superoxid-dismutaza, GCL, glutathion- syntetaza). Oc¢akavame tiez
znizenl koncentraciu redukovaného glutationu v tkanive. Tiez o&akavame zniZenu expresiu GAD67,
GAT, BDNF, trkB, somatostatinu a parvlabuminu, nie v&ak kalretininu a pokies denzity SST+ a PV+
neurdnov, nie véak CR+ neurénov. Predpokladame, Ze podavanie N-acetyl-cysteinu aspoi Giastoéne
zvrati tieto zmeny a zlepsi PPI.

Podet a druh zvierat
Potkan laboratorny (Rattus norvegicus) kmen - Sprague — Dawley 72 ks
- Wistar Kyoto 72 ks

Predpokladana troveii krutosti
slaba krutost’



Uplatiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Ciefom projektu je objasnit' vyznam signalizacie pomocou NO v patofyzioldgii schizofrénie.

V modeli schiozfrénie, zaloZzenom na socialnej izolacii zvierat preskiumame ulohu NO vo vyvoji
mozgu, udrZiavani redoxnej rovnovahy, GABAergickej neurotransmisii a senzoricko-motorickom
vratkovani. Dalej sa zameriame na sledovanie zmien v tvorbe NO a jej vztah ku kortikalnemu
GABAergickému systému, redoxnému stavu a efektivite senzoricko-motorického vratkovania.
Preskimame tiez tcinok antioxidatnej lietby na tieto fenotypy.

Pre dosiahnutie tohto ciela budu zvierata vystavené po dobu 10 tyzdiiov socialej izolacii. Od 6.
tyzdia budu zvierata lieGené N-acetyl-cysteinom apo 4. tyzdioch liecby usmrtené a pouzité
na dalsi vyskum.

Zatial neexistuje alternativna metdda, ktora by nahradila laboratoratérneho potkana. Dokumentuje
to priloha Doklad o overovani v registroch medzinarodne overenych a uznanych alternativnych metéd. Pre
sledovanie nami vyty&enych cielov je teda najvhodnejsi model laboratorny potkan. V projekte sme
pre navodenie schizofrénie modelom sociélnej izolacie, zvolili kmene Spragua - Dawley a Wistar
Kyoto potkanov. Podla viacerych &tudii predstavuji najvhodnej$i model, pri ktorom boli
pozorované poruchy spravania vyskytujice sa pri schizofrénii.

2. Redukcia poétu zvierat:

V planovanom experimente je zabezpedeny o najnizsi pocet experimentainych zvierat, tak aby
bol experiment Statisticky vyhodnotitelny a zavery vSeobecne prijatelné. Pokial je to mozné
spajame vyhodnotenie parametrov so spolupracujucimi laboratoriami, aby sme dosiahli o
najvacsi pocet vysledkov pre $tatisticky analyzu pri €o najmensom podte experimentalnych
zvierat.

Po humannom usmrteni zvierat sa odoberie maximalne mnoZstvo vzoriek na sledovanie
fyziologickych, biochemickych a morfologickych parametrov. Je zabezpetena spolupraca medzi
laboratériami (ako v ramci UNPF SAV tak aj s ostatnymi Ustavmi), aby sa v ramci experimentov

jednotlivych laboratdrii dalo pouzit' o najvacsie mnozstvo spolo¢nych experimentalnych zvierat.

3. Zjemnenie:

V experimente nebudu pouzité ziadne bolestivé invazivne metddy pokial zviera nebude humanne
usmrtené.

U skupiny zvierat, kde budl odobraté potrebné organy pre stanovovanie biochemickych a
morfologickych parametrov, budi zvieratd huméanne utratené. Najskér sa vystavia pésobeniu
oxidu uhli¢itého v uzavretej nadobe az do straty vedomia. V hibokom bezvedomi budu nasledne

dekapitované, odkrvené a po otvoreni lebky, hrudnej a brusnej dutiny budd odobraté prislusné
organy.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: nie



