Netechnické zhrnutie projektu: £-#Z5 /// 7-224

Nazov projektu: Vplyv antioxidantov pri ischemicko-reperfiiznom poskodeni prieéne pruhovaného
svalu ‘

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu:

Kricove slova v projekte (max 5 slov):

Utel projektu’: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulaéné metody s rutinnym pouZzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’algicho pouZivania
v postupoch

Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu: (napr. nie su este vysledky ztakéhoto vyskumu, nutnost’ jeho vykonania
z hl'adiska vedy , z klinického hl'adiska)

V Kklinickej praxi predstavuje akiitna kondatinova ischémia zavazny problém, ked’Ze nezvratné
ischemicko - reperfiizne poskodenie konéi Casto a% amputaciou postihnutej kon&atiny a sudasne patri
medzi najakitnejSie stavy v medicine. T4 mdZe byt spdsobena trombo6zou, emboéliou, trazom,
pripadne iatrogénne. Nakolko kolaterdlne riefisko nie je dostatone rozvinuté, dosledkom akiitnej
kongatinovej ischémie a naslednej reperflizie méZzu byt lokilne ( compartment syndrom) a celkové
~ (myonefropatickometabolicky syndrém = reperfizny syndrém) komplikacie. Ischemicko - reperfiizne
poSkodenie je vel'mi zavaZnou komplikaciou akutnych arteridlnych uzdverov a svojimi lokalnymi a
celkovymi prejavmi moZe ohrozit’ Zivot pacienta (hrozi multiorgianové zlyhanie).

NajdolezitejSim predpokladom pre zabranenie rozvoja multiorgdnového zlyhania nasledkom
akutnej koncatinovej ischémie je vEasnd endovaskularna alebo chirurgické intervencia. V modernej
komplexnej prevencii/terapii ischemicko - reperflizneho poskodenia viak nesmu chybat’ antioxida¢nej
pbsobiace latky, ktorych tilohou je zniZit' pokodenie vyvolané ROS.

Hlavnym cielom predkladaného projektu je preto skiimat' protektivmy w&inok jednotlivych
antioxidantov — melatoninu a N-acetylcysteinu na prie¢ne pruhované svalstvo dolnych konéatin v
ischemicko - reperfuznom obdobi a ich vplyv na zmiernenie pogkodenia tkaniv po navodeni
reperfizie, detekovat’ biochemické a morfologické zmeny prie¢ne pruhovaného svalstva (m.
gastrocnemius med. et lat.) po navodeni akitnej kondatinovej ischémie po podani antioxidantov v
presne stanovenych intervaloch. Ischemicko - reperfizne poskodenie bude navodené oblitericiou



Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie pre€o sa nemdze pouZit’ alternativna metéda
bez pouZitia zvierat)

Vybrané stavy vyskytujice sa v klinickej medicine nie moZné inak, ako s pouZitim experimentalnych
zvierat verifikovat’. Medzi takéto stavy patri aj akiitne ischemicko reperfiizne poskodnie kostrovej
svaloviny. Tento experimentélny model sa snaZi do uritej miery simulovat’ zmeny, ktoré prebiehajti
v kostrovej svalovine vplyvom jej poskodenia. V sudastnosti nie je vhodné tento model inak
verifikovat’ iba v experimentélnom modeli. Iné alternativne modeli (bunkové kultiry) nie st vhodné,
pretoZe nesimuluju priamo stav akymi prebiehaju jednotlivé mechanizmy v Zivom organizme. Preto je
pouZitie experimentalnych zvierat nevyhnutné na opisanie novych mechanizmov ichemicko-
reperfiizneho poSkodenia kostrovej svaloviny ako aj potencionélne pozitivny vplyv antioxidaéne
pOsobiacich latok.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia uréeného poétu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouzil minimdlny moZny poéet zvierat)

Z hl'adiska experimentalneho vyskumu je nutné zabezpegit’ dostatodny polet experimentalnych zvierat
so snahou o redukciu chyb v priebehu spracovania vysledkov ako aj na zabezpe&enie §tatisticky
spracovatelnych vysledkov. Redukeia bola uskutoénend vzhladom na reperfiizny interval , kde by
bolo aj prinosom uskutoénit’ viacero reperfiiznych periéd, avak vzhl'adom na podet sme zahrnuli
Casové intervaly, ktoré najmarkantnejsie opisuji vznikajiice zmeny. Navrhnuty podet zvierat bol
ustanoveny na zaklade siCasnych met6d v experimentalnom vyskume ako aj vzhPadom na $tatistickd
signifikanciu.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit' vyber pouZitych druhov zvierat, zdvodnenie pouZitia zvierat’a, objasnenie spdsobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonéavania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu) ‘

Vyber druhu laboratérneho zvierat'a sa opiera o mnohé vedecké prace z odboru experimentélne;
chirurgie, ktory detailne aplikuje poznatky o rozvoji a patogenéze zmien prebiehajtcich pri
jednotlivych chorobnych stavoch. Aplikécia a translacia stavov z klinickej mediciny do
experimentilnych podmienok predstavuje zakladna jednotku vyskumu v tejto oblasti. Redukcia stresu,
utrpenia a bolesti bude zabezpecena na podklade aplikacie anestetik a analgetik perioperaénom ako aj
pooperanom obdobi, aby bol o v najvy$sej miere redukovany distress zvierat.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: ;’m@ nie



Priloha & 2

Nazov projektu: Hodnotenie antineoplastickych vlastnosti prirodzenych substancii
v modeli rakoviny prsnika

Predldadatel’:i _

Netechnické zhrnutie projektu 4 4 .,ZQ / 4 '224

a) Informsicie o ciel’och projektu:

Ciel'om projektu st in vivo $tidie, v ktorych budeme analyzovat’ antineoplasticky uéinok
prirodzenych substancii v modeli rakoviny prsnika u samic potkanov. Postupy budu tvorit
dlhodobé stidie s chemicky indukovanou mamérnou karcinogenézou u samic potkanov.
Postupne vyhodnotime tumorsupresivnu efektivitu pamajoranu oby&ajného - oregana
(Origanum vulgare), listy rozmarinu lekarskeho (Rosmarinus officinalis), kopor votavy
(Anethum graveolens), vytazok semena pagaStanu konského (desculus hippocastanum),
Skorice ¢inskej (Cinnamomum cassia), pripadne aj inej prirodzenej substancie.

V experimentoch budul zvieratd tyZdenne vazené a palpované. Pri pitve odoberieme krv,
nadory vypitveme a vyhodnotime pripadné makroskopické zmeny na sledovanych organoch.
V jednotlivych skupindch Statisticky vyhodnotime parametre mamarnej karcinogenézy:
frekvenciu, latenciu, incidenciu, objem nadorov. Vykoname histologicku typizaciu nadorov,
ich grading a staging. Stanovime vybrané parametre plazmatického lipidového
a sacharidového metabolizmu (predpokladané su preventivne udinky fytosubstancii aj
u kardiovaskuldrnych ochoreni) a vplyv prirodnych latok na telesni hmotnost a prijem
potravy. Budeme hodnotit’ mechanizmus G¢inku pouZitych substancii (Western blot analyza
markerov v mamarnych nadoroch). Vyhodnotime parametre apopt6zy (Bel-2, Bax, kaspéza-3,
prip. iné), angiogenézy (VEGF, VEGFR-2, FGFDb) a proliferacie (Ki67). Stanovime parametre
oxidagneho poskodenia v nadorovych bunkach (tryptofan, dityrozin, konj.lyzin) a expresiu
endogénnych antioxidaénych enzymov (glutation peroxiddza, superoxid dizmutaza, kataléza).

b) Prinos projektu:

Na zéklade protinadorovych vlastnosti mézu fytochemikélie v prirodzenych substancidch
priniest’ pre klinickti onkologiu nové terapeutické pristupy v &i uz v chemoprevencii alebo v
liecbe nadorového ochorenia. Na nafom pracovisku sa problematikou experimentalnej
mamarnej karcinogenézy zaoberdme vy$e 16 rokov, pricom analyze protinddorového uéinku
fytofarmdk/fytosubstancii sa venujeme posledné 4 roky.

Vyhody diéty bohatej na rastlinné zlozky spodivaji v komplexnom pésobeni velmi
Sirokeého spektra fytochemikalif. Prave aditivne, &isynergické pdsobenie fytochemikalii
zodpoveda za ich predpokladané antioxidaéné a protinddorové udinky. Tato skuto&nost
vysvetluje fakt, pre€o samostatne aplikovany antioxidant neméZe nahradit’ kombinované
pdsobenie desiatok rdéznych fytochemikalii pritomnych v rastlinnych produktoch a neméZe
dosiahnut’ s nimi porovnatel'né u¢inky na zdravie ¢loveka (Liu, 2004).

V experimentélnej rakovine prsnika in vivo a in vitro doteraz neboli hodnotené
antineoplastické ucinky ani jednej z prirodzenych substancii, ktoré planujeme testovat'.
Oregano je zaujimavé obsahom 56 chemickych latok patriacich prevazne k terpenoidom a
fenolickym latkam. Oregano sa vyznatuje vysokym zastipenim hlavne karvakrolu, tieZ
tymolu, gama terpininu, skvalénu, p-cimeninu, linalolu ainych (Hu et al., 2004).
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Fytochemikalie listov rozmarinu sa vyzna¢uji vysokym zastiipenim terpenoidov 1,8-cineolu,
kamforu, alfa-pinénu, limoninu, kamfénu a linalolu (Szumny et al., 2010). Z fenolickych latok
rozmarin obsahuje hlavne karnozol a rosemarinol. Chemickd analyza képru zistila
pritomnost” 35 fytochemikalii — ato hlavne karvon, alfa-felandrin, limonin, 2-propanon,
dillapiol, linalool, kyselinu linolénovi, trans-anetol, p-anisaldehyd, myristicin, kyselinu
rosmarinovi a iié.(Orhan et al., 2013, Isbiliret al’; 2011). Lieéebné u¢inné latky v semendch
pagaStanu konského tvori zmes triterpénovych saponinov — escin, aglikony, protoescigenin,
baritogenol a flavonové glykozidy a katecholové triesloviny (MojZiova et al., 2009). Skoriea
je bohatd na anthokyaniny, cinamaldehyd, eugenol, cineol, cinamyl acetat.

Chceme zdoraznit, Ze rieSenim tohto projektu ziskame prvotné experimentslne
vysledky, ktoré mézu byt ve'mi prinosné pre klinicku prax. V projekte budeme analyzovat
zakladné parametre tumorového rastu a uréime histologicku typizaciu nadorov. Budeme
hl'adat’ mechanizmus u€inku o¢akévaného chemopreventivneho pdsobenia pouzitych farmak.
Vyhodnotime celkové vedlajsie ucinky latok na organizmus zvierat, stanovime parametre
lipidového a sacharidového metabolizmu. Prinosné bude porovnanie in vivo a in vitro ti¢inkov
fytosubstancii.

c) Podet a typ zvierat:

V projekte pouZijeme panenské samice laboratérnych potkanov kmefia Sprague-Dawley
v celkovom pocéte 375 kusov.

Predpokladana doba rieSenia projektu — 4 roky (1. 1. 2015 - 31. 12. 2018), po&as ktorych
uskutoénime 5_pokusov, pri¢om v kazdom pouZzijeme 75 zvierat.

d) Preukazanie suladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

K metdde pouZitej v predkladanom projekte nie je mozné vyuzit' alternativne metddy,
pretoze chemopreventivum sa musi testovat’ aj na celistvom organizme, nesta&i iba testovanie
in vitro na bunkovych linidch, vzhladom na to, Ze pri tychto experimentoch nie je moZné
sledovat’ komplexny vplyv vSetkych parametrov a suéinnosti v celistvom organizme.
Oregano, kopor, pagastan, Skorica ani rozmarin neboli doteraz testované v uvedenom modeli
mamarne] karcinogenéze u potkanov (vid’ priloZené vypisy z databidzy Web of Science).

Pilierom eurdpskej politiky v oblasti ochrany zvierat je uplatiiovanie zasady 3R
(Replacement, Reduction, Refinement — nahradenie, zniZenie, zdokonalenie), prostrednictvom
ktorého by sa malo zniZit’ pouZivanie zvierat na u€ely vyskumu, vedy a schvalenia vyrobku.

NajpouZzivanej$im laboratérnym modelovym zvieratom su hlodavce, pretoZe maju
mnohé jedinetné vlastnosti, ktoré ich preduréuji k ziskavaniu a hodnoteniu vieobecnych
principov  experimentalnej onkologie. Potkan je najniZ$im druhom Zivogichov, ktory
vyhovuje danému typu experimentov, t.j. nie je nahraditelny inym druhom. Hlavnou vyhodou
pouZzitia potkanov je to, Ze ich nddory mliednej Zl'azy sa velmi podobaju Pudskym, tak
vetiologii ako aj v patologii (Medina et al, 1982). Velmi déleZitym kritériom
v experimentalnej onkolégii na definovanie terapeutickych moZnosti alebo karcinogénnej
aktivity farmaka je spontanny vyskyt tumorov. Vdaka spontdnnemu vzniku nadorov pri
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Priloha €. 2

Netechnické zhrnutie projektu: b 3 6// 4 4

Nazov projektu:

»dn vivo infekcia kurdiat kmetiom Campylobacter jejuni po preventivne] aplikacii bakteriocin-
produkujiiceho a probiotického kmetla Enterococcus faecium AL41, sledovanie imunopatologickych
zmien v &reve a krvi a expresie cytokinov v réznych tkanivach®

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Kl'dcové slova v projekte ( max 5 slov):
kur¢a, cytokiny, Enterococcus faecium AL41, Campylobacter jejuni

Uéel projektu’: Zdkladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulacné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich daléieho pouzivania
v postupoch
Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

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

ZvySeny  vyskyt kampylobakteriozy ulTudi zddévodu kolonizicie &reva
kur¢iat Campylobacter jejuni a potriesnenim misa poCas spracovania vedie k hl'adaniu
postupov, ktoré¢ by mohli napomdahat’ pri zniZovani poétov tychto kolonizujtcich baktérii,
a tym zniZovat’ riziko infekcie v humdannej populécii.

V predkladanom projekte bude in vivo u kuréiat testovany preventivny uéinok
probiotického kmefla Enterococcus faecium AL41 (produkujiiceho antimikrobidlnu latku —
bakteriocin EntM) na infekciu Campylobacter jejuni. Overovanie prospeSnosti probiotického
kmetia v interakcii s kampylobakterom bude zamerané na zistovanie imunologickych,
morfologickych a mikrobiologickych parametrov. Determinované zmeny budu zistované v
krvi, slezine, ceku atruse metddami polymerézovej reakcie (RT-PCR), prietokovej
cytometrie, spektrofotometrie, histologie, imunohistochémie a bakterioldgie. Testovanie tohto
kmefa in vitro ukuriat uz bolo vykonané po infekcii so Salmonella Enteritidis PT4
apreukdzalo pozitivny vplyv na produkciu cytokinov imunokompetentnymi bunkami
1zolovanymi z krvi kur&iat.



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

Predpokladany prinos bude spogivat’ v ziskani poznatkov vplyvu uvedeného
probiotického kmetia Enterococcus fuecium AL41 na imunitny stav kurdiat bez infekcie, aj po
infekcii s Campylobacter jejuni a zistenia mognosti ovplyvnenia kolonizicie ¢reva kurdiat.
V budtcnosti by tieto poznatky mohli byt VyuZité na vyvoj lie¢ebného pripravku pri prevencii
zniZovania osidlovania ¢reva kampylobakterom jeho vytesnenim alebo ovplyvnenim skladby
hlienovej vrstvy probiotickym kmetiom.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné pocty:

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

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

Pocas sledovaného obdobia nebude branené kuréatdm v prirodzenom spravani, budu dodrzané
Standardy umiestnenia, chovu a starostlivosti, vyruSovanie bude obmedzené iba na aplikiciu
probiotického a infekéného kmefla baktérii, ddsledne bude monitorovany zdravotny stav
zvierat.

Predpokladand dGroven krutosti:

Nakolko ide o $tidiu na zistenie rozsahu davky s akutnym tucinkom, je navrhovani ,»Stredna
kategoria krutosti*.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat;

(Zddévodnenie poutitia zvierat v projekte, zdévodnenie prefo sa nemdZe pou?it alternativna metéda
bez pouiitia zvierat)

Z d6vodu sledovania interakcii medzi C. Jejuni a E. faecium AL41 v organizme je
pouZitie Zivych zvierat nevyhnutné. Jednym z dévodov je detekcia oboch kolonizujtcich
baktérii aich poétov, druhym délezitym d6évodom je moZny vyskyt morfologickych zmien
v Creve po aplikécii oboch uvedenych baktérii. Aplikécia probiotického kmefa v stidinnosti s
kampylobakterialnou infekciou moéZe viest a] kzmendm parametrov v periférnej krvi
a parenchymatéznych orgénov, preto je potrebné zaradit’ testovanie na zivych zvieratach.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia uréeného poétu zvierat, akym spdsobom sa poufzije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouZil minimalny mozny potet zvierat)

Do pokusu bude zaradenych 220 ks kurdiat, bude vykonanych 5. odberov, pre kazdy
odber a skupinu najmensi podet, na ktorom je mozné robit’ relevantné $tatistické vyhodnotenie
pre publikovanie v karentovych &asopisoch. Pri vi&sich odberoch je pouZitie viacerych zvierat
nevyhnutné, nakolko budi vykondvané viaceré vySetrovacie metddy a organy u kurdiat vo
veku do 2 tyzdiiov, pocas ktorych pokus bude trvat, si velmi malé. Pre zmysluplné
vyhodnotenie vysledkov je uvedeny pocet zvierat nevyhnutny.



3. Zjemnenie:

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

Do pokusu budi zaradené jednodiiové kuréatd a infekcia bude vykonand na 4. den
z toho ddvodu, Ze so stipajucim vekom sa zvySuje rezistencia kur¢iat na kampylobakteridlnu
infekciu. Niekedy u kuréiat nespdsobuje zjavné klinické priznaky. V naSom pripade pdjde
o vy$siu davku nizko invazivneho kmefla, ktory sa klinicky mdze prejavit' iba slabou
hnac¢kou, ale potencidlne smoZnostou indukcie zmien detegovanych genetickymi,
histologickymi, imunologickymi a bakteriologickymi metédami.

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

Na zvieratdich sa nebudt vykonavat' zdkroky, ktoré by boli bolestivé, alebo si
vyzadovali anestézu.

V priebehu pokusu bude zvieratim venovanad Standardnd veterindrna starostlivost'.
Kontrola bude vykonavana veterinarnym lekarom, zodpovednym za starostlivost’ o zvierata.
Zvieratdm nehrozi ani preddvkovanie ani intoxikédcia, jednd sa v podstate o Standardné

postupy pre dany typ overovania pri zachovani vietkych podmienok podl'a prilohy &. 5 k
nariadeniu vlady ¢.377/2012 Z.z.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: nie



PRILOHA 2
Netechnické zhrnutie projektu /Zé'/é ///4 ~ 027

Na rakovinu zomiera roéne viac ako desat miliGnov fudi, apreto je predovsetkym jej skora
diagnostika stredobodom zaujmu. Hoci v Klinickej praxi existuje mnozZstvo onkomarkerov, iba niekolko
z nich je dostatoéne senzitivnych a Specifickych na to, aby dokazali zachytit' rakovinu v jej véasnom §tadiu
vyvoja, kedy je najlepsie pristupna lie¢be. Dnegné metody diagnostiky onkologickych ochoreni nie su
dostatujlce, nador je &asto diagnostikovany aZz vo vy$sich Stadiach, &o &asto znemozZiuje ucinny
terapeuticky zasah. Na rychlu diagnostiku s vhodné najma techniky vyznadujlice sa &o najmensou
invazivitou. Jednou z potencidlnych diagnostickych alternativ, vzbudzujicou velky zaujem je
fluorescencna spektroskopia. Prirodzene fluoreskujlce latky su metabolitmi mnohych vyznamnych
metabolickych drah, typické najma konjugovanymi nasobnymi vazbami. Pre nadorové tkanivo je typicka
alteracia metabolizmu, vratane metabolizmu nativnych fluoroférov, &im je ovplyvnena aj prirodzena
fluorescencia biologickych tekutin vratane mo&u. Okrem vySetrenia mocu je jednou z neivazivnych
diagnostik aj termovizia. Termovizia alebo termovizne zobrazovanie je zaloZené na teorii, Ze okolie najma
prsnych, ale aj inde lolakizovanych nadoroy, je teplejsie ako okolité tkaniva. Technika vyuziva
infracervent kameru na zachytenie .teplotnych obrazkov" na detekciu rakoviny. Termovizia je jednou z
najnovsich metdd na Stidium diagnostiky nadorovych ochoreni, zaloZenou na teorii zvysujucej sa teploty

Vv potencialnom mieste vzniku nadoru, kvéli zvySenej miere angiogenézy a potencialnemu zapalu.

Ciefom tohto projektu (projekt zakladného vyskumu) je analyzovat' fluorescenéné matrice mocu
na pritomnost aj nepredvidanych metabolitov, ktoré su v sucasnosti perspektivnym nastrojom
v diagnostike karcinomov prsnika, hrubého &reva a inych druhov rakoviny a sledovanie teplotnych

gradientov, zachytenych termoviznou kamerou, meniacich sa v &ase so vznikajucimi a rasticimi nadormi.

\Y suéashosti stale pretrvava nedostatok klinickych $tudii, zaoberajucich sa nativnym vysetrenim
mocu onkologickych pacientov a vyuzitie termovizie pri diagnostike rakoviny je dokonca tplnou novinkou.

Preto je tento fakt v centre zaujmu vedeckej komunity.

V ramci projektu zvieratam indukujeme karcinogenézu, ktora méze vyvolat' u zvierat nepriaznivu
ujmu v podobe mierneho stresu, resp. kratkodobej miernej bolesti. V pripade zvaégenia nadoru, u ktorého
by vzniklo riziko krvacania a zaroves by u zvierata neboli pozorované zmeny v spravani spésobené
bolestou, rozhodne veduci projektu \A 2 preloZenie do samostatnej klietky
S osobitnou zéznamovou kartou a zaroven so zvySenou ostraZitostou a pozornostou, venovanou
zvieratu. V pripade neo&akavaného zhorenia zdravotného stavu zvierat pocas experimentu rozhodne
vedUci projektu o usmrteni zvierata chloralhydratom. Za sulad vykonavaného projektu je zodpovedny

veduci projekiu.



Predkladany projekt je v stilade so zasadami 3R:

Zasada nahraditel'nosti:

Nadorove ocho‘renia st druhou naj¢astejSou pri¢inou Umrti na celom svete. Dne$né metody
diagnostiky onkologickych ochoreni nie su dostacujice, nador je &asto diagnostikovany aZ vo vyssich
Stadiach, o mnohokrat znemoziiuje ucinny terapeuticky zasah. Na rychlu diagnostiku st vhodné najma
techniky vyznacujlice sa €o najmenSou invazivitou. Vzhladom na charakter pokusu je nevyhnutné, aby
bol experiment prevedeny v podmienkach in vivo, ktoré tvoria systém dejov a odpovedi na stimuly
z vonkajSieho a vnutorného prostredia. /n vitro podmienky nikdy nevystihn( taki komplexnost' stimulov
a dejov, ako je to v Zivom organizme. Mo¢ zvierat predstavuje komplex metabolitov, ktoré sa postupne
uvolfiuju v priebehu Casu atym tvoria unikatnu tekutinu. Tak isto, vznikajlice nadory tvoria subor
rozliénych buniek aich meniacich sa linii a vytvaraju tak mikroprostredie s meniacou sa teplotou a
charakteristickymi vlastnostami. In vivo pokusy tvoria nepostradatelny stupienok v predkiinickom
vyskume. Projekt je zarovefi naplanovany tak, aby vysledky z neho mohli prejst priamo do klinickej praxe.
Zasada znizenia:

Planovany experiment je zostaveny tak, aby bolo pre dosiahnutie ogakavanych vysledkov
pouzitych Co najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnoZstvo vystupnych informacii z kazdého
pouZiteho pokusného zvierata. Zarovefi sa dba oto, aby bola minimalizovana bolest alebo stres
pouZitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpeteny primerany welfare od ich privezenia a2 po smrt'.
Zasada zdokonalenia (zjemnenia):

Polas experimentu bude zabezpedena komplexna starostlivost o zvierata. Beznu starostlivost' o
zvierata budu zabezpecovat laborantky, ktoré su prisiusne $kolené a pougené. VEeobecne sa da
konstatovat, Ze uvedené experimentalne postupy nespésobia neprimerany diskomfort pokusnych zvierat
a Ze ide o Standardné typy pokusov (beZne pouZivané v $pitkovych vedeckych pracoviskach) v stilade s
etickymi pozZiadavkami. Je v8ak potrebné ratat' s nepriaznivou ujmou zvierat v podobe mierneho stresu.
V pripade zvatSenia nadoru, uktorého by vzniklo riziko krvacania azarovefi by u zvierata neboli
pozorované zmeny v spravani spésobené bolestou, rozhodne vedtci projektu, RNDr. Terézia Kiskova,
PhD., o preloZenie do samostatnej klietky s osobitnou zaznamovou kartou a zarovefi so zvySenou
ostrazitostou a pozornostou, venovanou zvieratu. V pripade neo&akavaného zhor$enia zdravotného
stavu zvierat poCas experimentu rozhodne vedtici projektu o usmrteni zvierata chloralhydratom. Za stlad

vykonavaného projektu je zodpovedny veduci projektu.

Projekt nebude podliehat’ opatovnému schvalovaniu.



Priloha é. 2
NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU Z592 //4 -ZL

Nazov projektu:

VZNIK A PROGRESIA MAMARNEHO KARCINOMU U POTKANA A ICH VPLYV
NA INDUKCIU NEUROZAPALU

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

KPadové slova v projekte ( max S slov):

- mamérny karciném, laboratérne potkany, neurozapal, periférny zapal, neurobioldgia
nadorov

Uéel projektu:

a) zédkladny vyskum

b) transladny alebo aplikovany vyskum

¢) regulaéné metody s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z.
Z.)

d) ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Iudi alebo
zvierat

¢) ochrana druhov
f) vysokogkolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

g) zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alSieho pouzivania
v postupoch.

Opisat’ ciele projektu:
A/ zistif, & chemickou karcinogenézou indukovany mamérny karciném vyvolava vznik
periférneho zépalu,

B/ zistit, & chemickou karcinogenézou indukovany mamdirny karcinom vyvolava
zapalovu reakciu mozgu,

C/ zistit, v ktorych oblastiach mozgu, predovietkym hypotalamu, dochddza k zapalovym
reakciam,

D/ zistit, & zapalové reakcia mozgu a periférny zpal navzajom koreluju, a &i st zavislé,
resp. odrdZaju stupeil nadorovej progresie.



Prinos z vykonaného projektu:

Zépal v mozgu, ktory vznika v dosledku periférneho nadorového rastu mdze zasadne
ovplyvnit regulaéné pdsobenie centralneho nervového systému. Jednym z takychto
negativnych désledkov je potenciacia nadorovej kachexie. Pritom nadorova kachexia
signifikantne determinuje preZivanie onkologickych pacientov. Preto skimanie neurozapalu v
animalnych modeloch nadorov mdZe pripriet’ k zavedeniu takych terapeutickych postupov,
ktoré by neurozépal tlmili, obmedzovali rozvoj nadorovej kachexie, a tym pozitivne
ovplyvitovali preZivanie onkologickych pacientov.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné pocty:

Laboratorne potkany (Rattus norvegicus), samice kmefa Sprague-Dawley: 108 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati v ramci vykondvania
projektu:

VzhPadom nato, e laboratérnym potkanom bude chemicky indukovany vznik maméarneho
karcindmu, budd zvieratd vystavené nepriaznivym udinkom sivisiacim s progresiou tohto
ochorenia, ktoré ovplyvnia ich zdravotny stav. Vetkym predvidatelnym zdravotnym
komplikécidm sa budeme snaZit’ zabranit’, pripadne ich zmiernit'.

Predpokladana iiroveii krutosti:

Naplénované zasahy na laboratornych potkanoch mdzeme zaradit’ do nasledovnych kategorii
podla trovne krutosti:

Kategéria slabé (zvieratd budt pocifovat’ kratkodobi slabt bolest a vo vyznamnej miere
nebude narusend ich pohoda ani celkovy stav):

- intraperitonedlne podanie N-metyl-N-nitrézourey,
- intraperitonedlne podanie anestézie,

- intraperitoneélne podanie lipopolysacharidu.

Kategoria stredné (zvierata budu pocitovat’ kratkodobt strednt bolest’ a je pravdepodobné, ze
stredne narusia pohodu alebo celkovy stav zvierat):

- zépal vyvolany intraperitonealnym podanim LPS,

- rast mamarnych karcindbmov.



Uplatiiovanie zdsad 3R:

1. Nahradenie zvierat (zd6vodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdovodnenie preco sa nemdze
pouzit’ alternativna metoda bez pouzitia zvierat)

Neurozépal, periférny zépal anadorova progresiu je mozné $tudovat’ len na animalnom
modeli s dostatogne vyvinutym nervovym systémom, imunitnym systémom a s moZnostou
indukcie maméarneho karcinému. Preto nie je moZné navrhovany experiment realizovat' na
systematicky nizSom druhu yivo&ichov, in vitro a ani za vyuZitia potitadovej simulacie. Je
nevyhnutné vyuZit' laboratorne potkany, z dévodu indukcie maméarneho karcindmu samice,
kmetia Sprague-Dawley.

9 Redukcia po&tu zvierat (zddvodnenie pouZitia uréeného podtu zvierat, akym spOsobom sa
pouZije redukcia, objasnenie toho, Ze sa pouzil minimalny mozny pocet zvierat)

Podet zvierat je minimalizovany na najmengiu moZnu hranicu tak, aby ziskané idaje mohli
byt Statisticky spracované a mali seriéznu vypovedni hodnotu. Avsak, z dovodu
reprodukovatelnosti a validity pokusov a z dbvodu nie 100% incidencie nadorov u
laboratérnych zvierat po chamicky navodenej karcinogenéze, je potrebné zaradit' do jednej
experimentélnej skupiny priemerne 10 - 12 zvierat. V kontrolnych skupindch postaduji 4
zvieratd.

3. Zjemnenie (vysvetlit' vyber pouzitych druhov zvierat, zddvodnenie pouZitia zvierata,
objasnenie spdsobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu
vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Utrpenie zvierat bude minimalizované dodr¥iavanim kaZdej z piatich zasad uvadzanych pri
definicii welfare zvierat. Vietky experimentélne procediry budd uskutoéfiovane tak, aby
zvierata &o najmenej stradali. Zvierata buda chované v klietkach maximalne po 3 za prisunu
peletovanej stravy a vody ad libitum, &0 im umoZni plne realizovat prirodzené formy
spréavania, vratane socidlneho. Zdravotny stav zvierat bude denne monitorovany. Pri vyskyte
shorseného zdravotného stavu u zvierat, budu tieto po konzulticii s veterinarnym lekarom z

pokusu vyradené a humanne usmrtene.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: ano  nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu :«” 5/6”;2/’/4 ’2024

Nazov projektu:
Kognitivny deficit ako mozny ciel antidepresivnej lieCby

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Krlicové slova v projekte (max 5 slov):
depresia, paroxetin, vortioxetin, kognitivny deficit

Uéel projektu:
a) zakladny vyskum
b) translaény alebo aplikovany vyskum
c) regulacné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z. z.)
d) ochrana Zzivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare fudi
alebo zvierat
e) ochrana druhov
f) vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
g) zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho
pouZivania v postupoch.

Opisat’ ciele projektu:

V planovanych experimentoch budeme overovat hypotézy, Ze:

1) animélny model depresie zaloZeny na tryptofanovej deplécii vyvola u potkanov
kognitivny deficit

2) vortioxetin bude pdsobit’ antidepresivne v nasom SSRI rezistentnom modeli
depresie

3) vortioxetin bude pdsobit pozitivne na kognitivne funkcie a zvrati kognitivny deficit

Prinos z vykonaného projektu:

V stcasnosti neexistuje optimalny animalny model depresie, ktory by stiéasne
zahriioval aj simulaciu poruch kognitivnych funkcii. OCakavame, Ze chronicka
deplecia tryptofanu vyvola Specificky komplex zmien spravania a chemickych
markerov, ktoré budu relevantné nielen k depresivnej poruche, ale tiez ku
kognitivnemu deficitu. V pripade potvrdenia nasich hypotéz poukazeme na
vortioxetin ako relevantné lieCivo pre farmakoterapiu klinicky zavaznych porlch
kognitivnych funkcii u depresivnych pacientov. Vysledky, ktoré predpokladame



ziskat pri overovani stanovenych hypotéz prehibia poznatky o patofyzioldgii depresie
a kognitivneho deficitu.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
Laboratorne potkany Rattus norvegicus, samce a samice kmefa Sprague-
Dawley (n=280).

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

V planovanom experimente bude zvieratdm podavana ochudobnena
o tryptofan. KedZe ide o esencialnu aminokyselinu, ktorl si organizmus nedokaze
syntetizovat, tak déjde k naruSeniu metabolickej rovnovahy organizmu a k rozvoju
depresivneho spravania.

Zvieratam budu sugasne podavané antidepresiva namiedané v strave. Jedine
ondansetron bude podavany injek&ne, ale len jednorazovo.

Pred koncom experimentu budu zvierata testované v teste na rozpoznavanie
nového objektu (NOR test, zvieratam nespdsobuje bolest’ ani nepohodu) a v teste
nuteneho plavania (FST, je pre zvierata nepohodiny a vy&erpavajuci).

Na konci experimentu budt zvieratd usmrtené dekapitaciou, ktord. vykona
skuseny vedecky pracovnik. Dekapitacia bude rychla, $etrna a utrpenie zvierat bude
minimalizované na najmen&iu moznu mieru.

Predpokladana troven krutosti:
Naplanované zasahy na laboratérnych potkanoch mézZeme zaradit do
nasledovnych katego6rii podla Grovne krutosti:

Kategoria_slabé (zvierata budl pocitovat kratkodobul slabl bolest a vo vyznamnej
miere nebude narusena ich pohoda ani celkovy stav):
- jednorazové podavanie ondansetronu, i.p.

Kategoria stredné (zvieratd budi pocitovat kratkodobt strednt bolest a e
pravdepodobné, Ze stredne narusia pohodu alebo celkovy stav zvierat):
- test nateneho plavania (FST)

Uplatiiovanie zasad 3R:
1. Nahradenie zvierat (zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie predo sa
nemoéze pouzit alternativha metdéda bez pouZitia zvierat)

V prediozenom projekte budeme sledovat rozvoj kognitivneho deficitu
v animalnom modely depresie. Zvieratdm budeme nasledne podavat antidepresiva
s ciefom zvratit vyvolané zmeny v kognicii a depresivnom spravani. Tieto
experimenty preto nie je mozné uskutoénit na nizsich Zivoéichoch alebo bunkovych
kultirach. Experimenty v predioZenom projekte vyzaduju pouzitie animaineho modelu
potkana kmefia Sprague-Dawley, s ktorym mame bohaté skisenosti.




Priloha & 2 podla §40 nariadenia 377/2012 k Ziadosti o schvalenie projektu ,Stanovenie
referenénych hodnét vybranych biochemickych a hematologickych ukazovatelov u potkanov

kmefia Wistar” 9 57 5’//74 —'Qﬁ,ﬂ

Netechnické zhrnutie projektu

Referentné Udaje alebo olakdvané hodnoty niektorych fyziologickych, reprodukénych,
biochemickych a hematologickych parametrov méZu byt uZitoénym ndstrojom pre interpretdciu
toxikologickych a ochrannych, metabolickych a mnohych daléich vedeckych $tudii. Najst takéto
informécie je obcdas zloZité. Aj ked si vysledky kontrolnej skupiny zahrnuté a porovnavané s
testovanymi tdajmi, ako samostatné udaje v literatire su prezentované zriedka a skoro nikdy ako
hlavny predmet experimentdine]j préce, a preto je problem aj pri vyhladavani podla klucovych slov. Z
tohto dovodu st kontrolné data tasto prehliadané pri vyhfadavani pomocou pocitaca.

Vedecké ciele projektu

Hlavnym cielom projektu bude doplnit vybrané fyziologické ukazovatele u potkanov kmena Wistar:

- sledovanie vybranych biochemickych ukazovatelov v obdobi pol roka trvania pokusu
- odber vybranych orgénov pre stanovenie koncentracie Hg a Cd u potkanov v obdobi pol roka
trvania pokusu

Vedlaj§imi ciefmi projektu su:

- upresnenie trvania rozhodujucich etap a podobnosti/odlidnosti medzi fudskym a potkanim
vekom

- vyvoj prijmu krmiva a vody

- ostatné vybrané biochemické parametre v krvi

- hematologické parametre

- hmotnost vybranych organov

- sledovanie vyskytu patologickych zmien v organizme

Kvoli uréeniu dynamiky vyvoja sledovanych fyziologickych parametrov budeme potkany sledovat a
vydetrovat v tyzdfiovych intervaloch pocas 26 tyzdfiov so zaliatkom od 3. mesiaca Zivota (0. def
sledovania).

Na zaklade ziskanych vysledkov bude dalSim ciefom projektu porovnat ziskané parametre s uZ
existujicimi vysledkami a na zaklade analyzy vytipovat hlavné neistoty (& uz metodologického,
technického alebo biologického charakteru).

Konkrétny ndvrh postupu na dosiahnutie cielov projektu, vratane éasového harmonogramu na
jednotlivé roky rieSenia

Do pokusu bude zaradenych 40 potkanov kmefia Wistar (20 samcov a 20 samic, vo veku 12 tyZdriov).
Budd dr¥ané v kiietkach po 2 jedincoch rovnakého pohlavia s volnym pristupom k vode a potrave
(Larsenova diéta), pri teplote 22+2°C, relativnej vihkosti 50% so svetelnym reZzimom 12 hodin svetla a
12 hodin tmy. Pokus sa ukon&i po 26 tyzdfioch trvania. Experimenty budd vykonané na pracovisku,



Koncentracie antioxidantoy by sme potrebovali doplnit z dévodu nestirodosti ziskanych vysledkov
v predchddzajicom pokuse, kde n&m vysledky vykazuju odchylky apre $tatistické Spracovanie
vysledkov by sme potrebovali dalgie Udaje.

Orgény by sme potrebovali ako kontrolu k predchadzajicemu pokusu, kde sme odobrali orgdny pre
stanovenie tazkych kovov (Hg, Cd) v organoch (nebolo hlavnym ciefom pokusu) z dévodu rézneho
spracovania vzoriek pre stanovenie tychto kovov a tiey finanénej ndro¢nosti stanoveni a tym padom
potreby dvojndsobného poctu kontrol.

Dalej by bolo prinosom ziskanie Sirokého rozsahu biochemickych a hematologickych parametrov (zo
ziskanej krvi tolko parametrov, kolko budeme schopni stanovit), dalej anatomickych a fyziologickych
ukazovatelov, ktoré mésy byt pou?ité pre porovnanie, resp. extrapoldciu s humannymi parametrami,
a tym je mozné ziskat lepsiu a PresnejSiu predstavu pri vyvodzovani zaverov z experimentov na
zvieratdch, ktoré by chceli poukdzat na dopad pre ludsky populédciu.

Projekt je su¢astou schvéleného grantu VEGA ¢. 1/0901/13.

DodrZiavanie zdsady 3R
Pri_ rieSeni a zostaveni pokusov bude venovani maximdlna pozornost modernym trendom
starostlivosti a ochrany zvierat, zohladnenie zésady 3R.

Reduction. Poéty zvierat boli zredukované na dostatoéne poletnl skupinu pre ziskanie
potrebnych vzoriek. Priebeh pokusu je napldnovany tak, aby odobrana vzorka mohla byt do dalsieho

odberu pinohodnotne nahradena organizmom bez ovplyvnenia dalgich vysledkov,

Replacement. Ked%e sa jednad o ziskanie fyziologickych referenénych hodnét daného druhu,
nie je moZné tento druh pokusu realizovat pouZitim inou metddou ako experimentom na pokusnom
zvierati.

Refinement. Pri pokuse bude vyuZivany profesiondiny pristup a manipulaéné postupy
minimalizujlice diskomfort zvierat. Experimenty budi vykonané na pracovisku, ktoré mé akreditaciu
na vykondvanie pokusov na zvieratach za podmienok a v stlade s Nariadenim vlady SR uverejnenym
v Zbierke zékonov ¢. 377/2012. Zdravotny stav zvierat bude denne kontrolovaf veddci pokusu alebo
nim poverend osoba s veterinarnym vzdelanim, resp. veduca pokusného pracoviska v ramci svojej
dennej indpekcie. Zvierata su z vlastného chovu, preto nevyzaduja karantenizéciu, len kritku
adaptéciu (2 - 3 dni) na nového spolubyvajliceho a miestnost. Invazivne postupy budui bezbolestné a
bude ich vykondvat veddci projektu alebo nim poverens a zaSkolend osoba s vysokoskolskym
vzdelanim. Ide o odober krvi z chvostovej veny. Na konci pokusu budi zvieratd eutanazované
predavkovanim kombingciou anestetik xylazin a ketamin a kadavery budid podrobené patologicko -

anatomickej pitve,

Spatné posidenie nie



Priloha ¢. 1
Netechnické zhrnutie projektu: /5 7 5—//4~ZZ///@

Nazov projektu: Vplyv huminovych a polyénovych kyselin na produkéné zdravie zvierat, antioxidacény
status, aktivitu mitochondrii, lipidovy profil, resorpciu niektorych toxickych kovov a pesticidov
z krmiva.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: eticka komisia LF UPJS ¢. 4/2013

KIG€ové slova v projekte ( max 5 slov): slovo, otrava, prevencia, lietha

Uéel projektu”: zakladny vyskum

Transla¢ny alebo aplikovany vyskum
Regulatné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat

Ochrana druhov
Vysoko3kolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalgieho pouZivania
v postupoch

Opisat ciele projektu:

Ciefom je preverit moZnost prevencie a lie¢by otrav s olovom peroréinou aplikéaciou prirodnych latok,
huminovych kyselin, ktoré st povolené EMEA.

Nutnost vykonat animdlny experiment vychadza zpotreby najst G&inny prirodny prostriedok
poddvany perordlne na prevenciu, ale najmd na liecbu otrdv olovom anahradit tak doteraz
pouzivanu, nie velmi efektivnu liecbu i.v. a/alebo perordlnym podavanim réznych chelatacnych latok.
Spominané latky, napr. DMSA (2,3 dimerkaptosukcinat), CaNa,EDTAsa pouZivaju intravendzne, DMPS
(2,3 dimerkapto-1-propénsulfénova kyselina) a penicillamin perordlne. Uvedené syntetické latky sa
pouZivaju iba v lie¢be akdtnej otravy. Ani v databdzach PubMed, Medline alebo Cochrane Database
for Systematic Reviews nie st dostato&né udaje o liebe akdtnej otravy olovom a ¥iadne o chronicke].

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

Predpokladanym prinosom je moZnost zni%it akumuldciu olova v tele zvierat aludi Zijucich alebo
pracujucich v zamorenom prostredi, resp. ziskat dcinny a neinvdzny spdsob lieCby postihnutych
zvierat a fudi.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné pocty:



Laboratérne potkany kmetia Sprague-Dawley v celkovom poéte 210 ks pre tri etapy vyskumu.
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania projektu:

Poddvanie olova v uvedenych ddvkach méZe negativne ovplyvnit funkciu CNS (kognitivne funkcie),
periférnych nervov a obli¢iek avyvolat anémiu (inhibiciou -syntézy hému). Uvedené zmeny
nevyvolavaju bolest.

Predpokladana droven krutosti:

Podia prilohy €. 4 Nariadenia vlady ¢. 377/2012 Z.z. o Oddielu 3, kategdria krutosti patri medz1
stredné body d a i. Ukonéenie experimentu Oddiel | — bez mo¥nosti krutosti.

Uplatiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Nutnost vykonania pokusu na laboratérnych zvieratich vychadza z toho, Ze iné alternativne metddy
uvedene vECVAM alCCVAM neumoZnia odhalift kompletni metabolickd odozvu arganizmu,
jednotlivych organov a bunkovych organel.

2. Redukcia poctu zvierat:

V projekte je poet zvierat redukovany na min. tak, aby sa edte dal Statisticky vyhodnotit vplyv
v kazdej faze pokusu. Podet zvierat je menii ako je dané v OECD (test €. 452) pre Studium chronickej
toxicity kde sa pouZiva 20 ks z kaZdého pohlavia. V naSom pokuse je len 18 zvierat z jedného
pohlavia.

3. Zjemnenie:

V pokuse pouZivané laboratérne zvieratd st v podstate domestikované. Podas celého pokusu budu
v kontakte s tymi istymi fudmi, &m je eliminovany stres. Podavanie huminovych kyselin v potrave
a octanu olovnatého v pitnej vode nie je ndsilnou aplikaciou latok a nenaru$uje welfare zvierat. Pokus
sa uskutoéni v Laboratériu vyskumnych biomodelov LF UPIS, ktoré pracuje vsulade s § 25 a 26
Nariadenia vlady SR & 377/2012 Z. z., ktorym sa ustanovujy poZiadavky na ochranu zvierat
pouzivanych na vedecké alebo vzdelavacie Gcely.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: dne  nie
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Nazov projektu: Uloha fyziologicky aktivnych iénov Mg* azn* vilumindlnej reguldcii srdcového
ryanodinového receptora.

KIicové slova: RYR2 kand, lumindina reguldcia, lumindine Mg, lumindlny Zn™, plandrna lipidovd membrdna

1. Ugel projektu
Hlavnym cielom projektu je preskumat lumindinu reguldciu RYR2 kandla zo srdca potkana komplexnejsie, ¢o sa
tyka katiénového zloZenia lumindineho prostredia kandla.

2. Ciele projektu:

ca* potrebny na kontrakciu srdcovych myocytov sa uvoltiuje z lumenu sarkoplazmatického retikula (SR) cez
ryanodinovy receptor (RYR2). Hlavnou regulacnou oblastou RYR2 kandla Jje jeho objemnd cytozolickd doména.
Avsak aj mensia lumindina Cast sa vyznamne zapdja do reguldcie, pricom dysfunkcia reguldcie kandla z tejto
strany moéZe viest aZ k vdZnym poruchdm srdcového rytmu. Hlavnym fyziologickym reguldtorom RYR2 kandla z
lumindinej strany je Ca™. V lumene SR su viak pritomné aj iény Mg** a Zn®*, ktoré taktie moésu interagovat s
lumindlnymi RYR2 miestami. Predpokladd sa, Ze tieto interakéné lumindine miesta st umiestnend bud’ priamo
na kandlovom proteine alebo na asociovanom proteine — kalsequestrine (CSQ2). Nasim cielom je preskimat
lumindinu reguldciu RYR2 kandla komplexnejsie, ¢o sa tyka katidnového zlozenia jeho lumindlineho prostredia.
Konkrétne prestudujeme na drovni jednotkovych kandlov tlohu Mg* a zZn* v lumindlnej reguldcii RYR2 kandla v
pritomnosti diastolickej alebo systolickej koncentrdcie lumindineho Ca®. Pri interpretdcii ziskanych vysledkov
bude zohladnend aj pritomnost CSQ2 v RYR2 proteinovom komplexe testovand vo vybratych experimentdinych
podmienkach.

3. Prinos z vykonaného projektu

Lumindlna reguldcia RYR2 kandla sa v poslednych rokoch stala velmi atraktivnou oblastou vyskumu reguldcie
RYR2 kandla, pretoZe sa predpokladd, Ze jej dysfunkcia by mohla byt zodpovednd za generovanie zdvaznych
srdcovych arytmii. Cielom nasej prdce je preskiimanie lumindinej reguldcie RYR2 kandla v experimentdinych
podmienkach, ktoré bliZsie mimikuji prirodzené katidnové zloZenie lumindineho prostredia RYR2 kandla.
Doteraz sa uvaZovalo, Ze hlavnym fyziologickym reguldtorom kandla je lumindiny Ca™, ale ukazuje sa, e Je
potrebné zvdZit aj ucinok dalSich fyziologicky déleZitych katiénov - lumindineho Mg* a Zn*. Prinos nasej prdace
vidime v tom, Ze preskiimame reguldciu RYR2 kandla v podmienkach, ktoré komplexnejsie mimikuji katiénové
zloZenie lumindlneho prostredia.

4. Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty

Na skimanie funkcie RYR2 kandla je potrebné izolovat mikrozomdine vzorky obsahujice iénové kandly zo
srdcového tkaniva. V nasich projektoch pouZivame laboratérne potkany (kmeri WISTAR — samce). Protokol na
izoldciu mikrozomdlnych vzoriek sme optimalizovali tak, aby sme dosiahli maximdiny vytaZok RYR2 kandlov. Na
Jednu izoldciu potrebujeme srdcia zo Styroch potkanov, podet izoldcii potrebnych na dosiahnutie relevantnych
vysledkov je pribliZne 18. Pldnovany pocet zvierat na celt dobu riegenia projektu je 72.

5. Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati v ramci vykondvania projektu

Zvieratd aZ do zaCiatku pokusu nebudu vystavené Ziadnemu nepriaznivému vplyvu ani ujme. Po navodeni
celkovej anestézie sa zvieratd usmrtia dislokdciou krénych stavcov a ndsledne sa odoberie srdcoveé tkanivo,
ktoré neskér pouZijeme na pripravu mikrozomdinych vzoriek s RYR2 kandimi.



6. Predpokiadan4 uroveit krutosti

Podla prilohy (.4 nariadenia viddy Slovenskej republiky & 377/2012 Z.z. klasifikujeme krutost nagich
pldnovanych postupov na drovni ,bez mozZnosti zotavenia”, Rychlu atym najmenej bolestivi smrt zvierat
zabezpelime dislokdciou krénych stavcov po uvedeni zvierata do celkovej anestézie.

7. Uplatiiovanie zasad 3R

poZiadavka nahradenia

Alternativnou formou ako skimat vlastnosti RYR2 kandla je pouZitie rekombinovanych typov kandlov namiesto
nativnych RYR2 kandlov izolovanych z ich prirodzeného prostredia - srdcového tkaniva zvierat. Aviak tento
alternativny pristup md jednu velkd nevyhodu a tou je, Ze pouZivané rekombinované systémy (napr. HEK293
bunky) nie su tak dokonalé ako srdcové bunky a nedokdZu exprimovat vietky sucasti proteinového komplexu
RYR2 kandla s celou skupinou pridavnych a pomocnych proteinov, ktoré moduluji funkciu RYR2 kandla. A prave
lumindlna reguldcia RYR2 kandla, ktort chceme v projekte skimat, je modifikovand pridavnymi proteinmi
(najzndmejsi je kalsequestrin). CiZe ak chceme skimat lumindinu reguldciu RYR2 kandla komplexne musime
“pouZit iba nativnu formu RYR2 kandla izolovaného zo srdcového tkaniva zvierat.

poZiadavka obmedzenia

lzolacny protokol na izoldciu mikrozomdinych vzoriek s RYR2 kandlmi sme upravili tak, aby sme dosiahli
maximdliny vytaZok RYR2 kandlov. Pocet zvierat na jednu izoldciu su 4 potkany, pocet izoldcii potrebnych na
dosiahnutie relevantnych vysledkov je pribliZne 18. Na riesenie projektu predpokladdme pouZit 72 zvierat.

poZiadavka zjemnenia

Ako zdroj srdcového tkaniva sme zvolili mensich cicavcov — potkany, ktorych hrudny ké§ sa dd rychlo otvorit
ato ndm umoZriuje rychly pristup k srdcu a manipuldciu s nim, &m sa vyznamne zniZuje riziko degraddcie
tkaniva a tym jeho nepouZitelnost. Aby sme minimalizovali bolest, utrpenie a strach potkanov pocas vpichu
anestetika, pouZivame iba tenké sterilné ihly s rozmermi 0,4 x 20mm (priemer x dizka). Srdce vyberdme az po
navodeni celkovej anestézie a ndslednej dislokdcii krénych stavcov, &m zabezpedime rychle usmrtenie
S najmensou mierou bolesti.

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

Podla § 37 nariadenia viddy Slovenskej republiky ¢ 377/2012 Z.z. ods.3 sa spétné posidenie projektu
nevyZaduje, lebo projekt zahrfia iba postup usmrtenia zvierat klasifikovany ako ,,bez moZnosti zotavenia®.
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VPLYV TESTOSTERONU A ESTRADIOLU PRI ROZVOII A PRIEBEHU RENAILNE]J
FIBROZY NA MODELI REKURENTNYCH INFEKCI} MOCOVYCH CIEST, CAST B

PREDKTLADATEL PROJEKTU:

377/2012 Z.z. NARIADENIE VLADY Slovenskej republiky

§ 40 Netechnické zhrnutie projektu

CIEL PROJEKTU

Cielfom projektu je na etablovanom modeli rekurentnych infekeii mocovych ciest
realizovat’ sériu experimentov  a popisat’ rozdiely v prieniku baktérii u mugov a Zien.
Zékladom tohto experimentu je fakt, Ze Zeny trpia rekurentnymi infekciami mocovych ciest
niekol’kokrat dastejsie ako muzi. Cast’ tychto infekcif sa da pripisat’ anatomickym pomerom,
aviak tieto nevysvetPuju redlnu incidenciu u Zien a mugov. Jeden z faktorov, ktory by mohol
hrat’ Glohu v patogenéze tohto ochorenia sg pohlavné hormény aich rozdielne

nezavazné ochorenie, jej rekurencia vedie k poskodzovaniu obli¢iek a nasledne vzniku

podstatne zévaznejsieho (biologicky aj ekonomicky) ochorenia a to je fibr6za a v konegnom
dosledku aj zlyhanie obligiek. Projekt nadvizuje na &ast’ A. rovnomenného projektu.

OCAKAVANY PRINOS

Prinosom by v menej idealnom pripade malo byt zistenie & sa pohlavné hormény
spolupodiel'aji na patogenéze infekeii mocového traktu. V optimalnom pripade oCakdvame aj
mechanizmus tohto w&inku ako izistenie moZnosti prevencie rekurentnych infekcii.
V najidealnejSom pripade sa nam podari objasnit’ aj mechanizmu vzniku fibrézy obligiek pri
rekurentnych infekcidch, &o by malo priamy dopad aj v lietbe pacientov. Potvrdenie tohto
mechanizmu na Pudskych vzorkach by malo byt’ d’al$im $tadiom nasho vyskumu zameraného
na oblicky.

POCET ZVIERAT

Samce a samice my3{ kmetia C57/Bl6 v pocte 160 pre kazdé pohlavie



PODROBNY POPIS POKUSU

VSetky chronické ale aj opakované zAvazné akutne ochorenia oblidiek vedd v
kone¢nom désledku ku vzniku rendlnej fibrzy. Odhaduje sa, e priblizne 500 miliénov udi
v sugasnosti trpi oblickovymi ochoreniami, pri¢om toto &islo rastie, za poslednych 25 rokov
sa po€et chorych zdvojnasobil [1]. Pri obli¢kovych ochoreniach sa pévodne funkéné tkanivo
meni na fibrotické, nefunkéné, preto vyskum rendlnej fibrézy ma svoj opodstatneny vyznam.
DéleZitost’” fibrézy, a Specidlne tubulointersticialne; komponenty v tomto procese je
ilustrovan jej izkou korel4ciou so zniZenim funkcie obligiek. Fibréza je zékladny biologicky
proces dolezity pri oprave a regenerdcii poSkodeného tkaniva. Avsak, pretrvavajuca a
nekontrolovana tvorba fibrotického tkaniva sa stiva patologickou, ked’¥e funkéné tkanivo je

gvymielané za vznikajiice jdzvy, ktoré predstavuji nefunkéné tkanivo. Zakladnymi
charakteristikami rendlnej fibrézy st nadmerné ukladanie extraceluldrnej matrix (ECM),
infiltrdcia zdpalovymi bunkami a zmena fenotypu lokdlnych rendlnych buniek ako aj ich
Strata.

Epidemiologické 3tiudie ukézali, e muZské pohlavie je rizikovym faktorom pri vzniku
a rozvoji chronického ochorenia obligiek (chronic kidney disease, CKD) v porovnani so
Zenami pred menopauzou, ale nie u postmenopauzalnych Zien [2, 3]. Pohlavné hormény st
zjavne hlavnymi kandidatmi zodpovednymi za pozorované medzipohlavné rozdiely v
progresii renalnych ochoreni. Napriek tomu, len malo experimentdlnych $tadii sledovalo
vplyv pohlavnych horménov na rozvoj renlnych ochorent.

MozZnosti farmakologickej intervencie zahfiiajd podanie inhibitorov aromatazy, t.j.
blokécia premeny testosterénu na estradiol (Anastrozol, Letrozol), inhibitorov reduktazy, t.j.
blokécia premeny testosterénu na dihydrotestosteron (F inasterid), blokéciu vizby androgénov
na androgénovy receptor (Cyproteron acetit, Flutamid), alebo blokaciu estrogénovych
receptorov (Tamoxifén). Poznanie uvedenych metabolickych ciest a moznosti ich blokicie je
ddleZité pri potencidlnom sktimani mechanizmu t&inku androgénov alebo estrogénov.

Estradiol a fibr6za

In vitro, estradiol potlada syntézu kolagénu v mezangidlnych bunkach [4, 5], zniZuje
proliferdciu mezangidlnych buniek [6], zabratiuje testosterdnom sprostredkovanej apoptdze
tubuldrnych buniek [7] a stimuluje aktivitu mataloproteindzy-2 Stiepiacej kolagén [8].
Stimulécia aktivity metaloproteindzy-2 po vystaveni estradiolu bola tie¥ pozorovana in vivo v
mySacom modeli diabetu, spolu so zvySenou aktivitou metaloproteindzy-9 a zniZenou
expresiou profibrotického TGF-B [9]. Tieto vysledky naértli mozné antifibrotické ucinky,
aviak Ziadna Studia nesledovala uginky estradiolu priamo na produkciu ECM rendlnymi
fibroblastmi — ¢o predstavuje principidlny proces a hlavne bunky pri vzniku rendlnej fibrézy.
Ochranné u¢inky estrogénov boli zaznamenané v modeli hypertenzie u potkanov, kde
ovariektomia viedla k zvySenej proteinurii, zatial 8o orchiektémia mala ochrannt funkciu
[10]. U mys$i nachylnych na glomerulosklerézu, ROP Qs/+ (oligosyndaktylné mysi, radidciou
indukovany model so zvy$enym podtom a velkostou glomerulov), ovariektémia signifikantne
zhorSila glomerulosklerézu v porovnani s mySami bez ovariektémie [11]. V tom istom
mySacom kmeni ROP Os/+, kontinu4lna substituéna lie¢ba estradiolom u ovariektomovanych
mysi viedla k ochrannym t¢inkom na obliky [12]. Overiektomované, estradiolom liedené
potkany vystavené 5/6 nefrektomii, teda modelu chronického zlyhdvania oblidiek, mali
zniZenu expresiu profibrotickych mediatorov ako TGF-B, PDGF-B a zniZené vylucovanie
proteinov mocom, avSak autori nesledovali samotnt fibrézu ani infiltraciu zapalovych buniek
[13]. Liecba estradiolom u my3i s nad-exprimovanym TGF-§ v pefeni, zniZila apoptdzu
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Nazov projektu:
Su antidepresivne a anxiolytické ucinky fyzickej aktivity sprostredkované cez

neuropeptidy?

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Kracové slova v projekte (max 5 slov):
Dobrovolné behanie, fyzickd aktivita, aktivita neurénov, antidepresiva,
elektrofyziologia

Uéel projektu:
a) zakladny vyskum
b) translatny alebo aplikovany vyskum
c) regulaéné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z. z.)
d) ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare fudi
alebo zvierat
e) ochrana druhov
f) vysokoskolské vzdelavanie, odborne vzdelavanie
g) zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho
pouzivania v postupoch.

Opisat’ ciele projektu:

ciel 1: Objasnit Gginok dobrovolného behania v kolese na aktivitu neurénov
produkujdcich nueropeptidy B-endorfin, oxytocin a vazopresin in vivo.

ciel 2: Zistit' uginok dobrovolného behania v kolese na aktivitu neurénov
produkujticich monoaminy serotonin, noradrenalin a dopamin in vivo.

ciel 3: Objasnit Gi¢inok podavanych antidepresiv na aktivitu B-endorfinovych,
oxytocinovych a vazopresinovych neurénov in vivo.

ciel 4: Presktimat funkéné interakcie medzi neuronmi produkujucimi monoaminy
a neurénmi produkujicimi neuropeptidy.

Prinos z vykonaného projektu:

Depresia je zavazné psychiatrické ochorenie, ktorého prevalencia Vv
spoloénosti sa stale zvySuje. Etiologia je nejasna a liecba je nakladna, zdihava
a tasto krat neudéinna. Predkladany projekt objasni mechanizmy, ktorymi fyzicka
aktivita a vybrané antidepresiva ovplyviuju mozog. Nadobudnuté vysledky budu
uZitoéné pri vyvoji novych a Gcinnejsich antidepresiv.



Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
Laboratorne potkany Rattus norvegicus, samce kmefia Wistar (Velaz, Praha
Ceska republika): 150 jedincov

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

Okrem dobrovolného behania, ktoré ma pozitivny vplyv, implantacie miniptmp
a elektrofyziologického merania nebudu zvierata vystavenej dalse; manipulacii po¢as
experimentu. Implanticia ako aj samotne meranie bude vykonané v celkove]
anestézii a utrpenie zvierat bude teda minimalizované. Hoci budu vsetky chirurgicke
zakroky u zvierat vykonané pod anestéziou (implantacia osmotickych minipump),
predpokladame ich kratkodoby nepriaznivy vplyv na zdravotny stav zvierat
(predovéetkym pooperaéné bolest).

Predpokladana Groven krutosti:
Naplanované zasahy na laboratérnych potkanoch mdZzeme zaradit do
nasledovnych kategdrii podla Grovne krutosti:

Kategoria slabé (zvierata budu pocitovat kratkodobu slabu bolest a vo vyznamnej
miere nebude naru$ena ich pohoda ani celkovy stav):

- ip. podavanie anestézie pred vykonanim chirurgickych  zakrokov a
elektrofyziologického merania

Kategdria stredné (zvieratd budd pocitovat kratkodobu strednd bolest a je
pravdepodobné, Ze stredne narusia pohodu alebo celkovy stav zvierat):
- implantacia osmotickych minipump

Kategoria bez moznosti zotavenia
- elektrofyziologické meranie aktivity neurébnov

Uplatiiovanie zasad 3R:
1. Nahradenie zvierat (zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa
neméze pouzit alternativna metdda bez pouzitia zvierat)

Vzhladom na to, Ze v predlozenom projekte budeme sledovat vplyv
dobrovolného behania a podavania antidepresiv na aktivitu vybranych skupin
neurénov v mozgu, nie je mozné tieto experimenty uskutocnit na niz8ich Zivo¢ichoch
alebo bunkovych kulttrach. Experimenty v predioZenom projekte vyzaduju pouZitie
animalneho modelu potkana kmefia Wistar, s ktorym méame bohate sklsenosti.

2 Redukcia po&tu zvierat (zdovodnenie pouZitia uréeného poctu zvierat, akym
spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie toho, Ze sa pouZil minimalny mozny pocet
zvierat

Podet pouzitych zvierat je minimalizovany na najnizsiu moznu mieru. V kazdej
experimentalnej skupine je 10 zvierat, 5 kontrolnych a5, kioré podstipia
experimentalne zasahy. Tento podet je Gplné minimum preto, aby elektrofyziologicke
merania mali este Statisticky vypovedny hodnotu. Elektrofyziologické meranie aktivity
neurénov je &asovo naroéné a medzi jednotlivymi experimentmi méze byt dihy
dasovy rozstup. Pokial to v8ak personaine a technické kapacity umoznia, bude




mozne pouZit spolo¢né kontroly atym padom znizit pocet zvierat v jednotlivych
experimentoch.

3. Zjemnenie (vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zdGvodnenie pouZitia
zvierata, objasnenie spdsobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat
v priebehu vykonavania postupu tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Utrpenie zvierat bude minimalizované dodrziavanim kazdej z piatich zasad
uvadzanych pri definicii welfare zvierat. Testy bud( uskuto¢riované tak, aby zvierata
¢o najmene;j stradali. Zvieratd budu chované v klimatizovanom zverinci (22£1°C) s 12
hod. svetelnym reZimom v klietkach po 2-3, ¢o im umozni plne realizovat prirodzené
formy spravania, vratane socialneho. Pristup k peletovanej strave a vode bude ad
libitum.

Zvieratam budu pred operaénym zakrokom podané anestetika (Narcostart
500ug/kg, i.p. na uvedenie do anestézie a Narcostop 500pg/kg, i.p. na prebudenie z
anestézie) ¢im sa minimalizuje ich utrpenie na najmensiu moznu mieru. Na
zmiernenie bolesti zvierat po operaénom zakroku im bude jednorazovo i.p. podané
analgetikum Rometar. Po operaénych zasahoch budu zvierata ponechané na
vyhrievacich podloZzkach do doznenia G€inkov anestézie. Nasledne budu preloZzené
do chovnych klietok, kde budu pravidelne monitorované.

Pred samotnym elektrofyziologickym meranim bude zvieratam podané
anestetikum Chloralhydrat (400 mg/kg, i.p.). Hibka anestézie bude po cely &as
monitorovana a po ukon¢eni merania budi zvierata usmrtené predavkovanim
anestetikom.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano nie



Priloha é. 2

Netechnické zhrnutie projektu 7 WQ«§\$ l.N\N %
Nazov projektu: Uloha nervus vagus v protizapalovom pdsobeni antidepresiv a antipsychotik u potkana
Kricové slova v projekte: antidepresiva, antipsychotika, cytokiny, nervus vagus, zapal
1. Ukel projektu: zékladny vyskum

2. Ciele 3&»55

Ciel’ 1. Sledovat’ vplyv systémovej aplikacie aktitne a chronicky podavanych vybranych antidepresiv a
atypickych antipsychotik v neuroimunitnych interakcidch u potkanov po imunitnom podnete.

Bude sa sledovat’ vplyv systémovej aplikicie vybranych antidepresiv a antipsychotik v roznych
davkach pri ich akiitnom a opakovanom podani na rézne behavioralne, neuroendokrinné a imunitné
funkeie u potkanov exponovanych imunitnému podnetu.

Ciel 2. Urgit' vplyv centrdlne (intracerebroventrikularne, i.c.v.) podanych vybranych antidepresiv a
atypickych antipsychotik.

Bude sa sledovat’ spolupdsobenie siitasne podaného antidepresiva a antipsychotika, a &i vybrang
antipsychotiki m&Zu potenciovat’ protizapalové pdsobenie antidepresiv u potkanov exponovanych
imunitnému podnetu,

Ciel’ 3. Urcit’ vplyv nervus vagus v protizapalovom pdsobeni vybranych antidepresiv a atypickych
antipsychotik u potkanov po imunitnom podnete

Bude sa sledovat’ ako vyradenie nervus vagus chirurgickym prerugenim v subdiafragmatickej oblasti
alebo poddvanim selektivneho antagonistu a agonistu a7 podtypu nikotinovych receptorov (o7
nAChR) ovplyvni protizépalovy uginok vybranych psychofarmak u potkanov so zépalom
indukovanym intraperitonedlnym podanim lipopolysacharidu.

3. Prinos z vykonaného projektu:

Antidepresiva sa pouzivajii v klinickej praxi uZ niekolko desafrod!, napriek tomu presny
mechanizmus ich pozitivneho p6sobenia nie je stale zndmy. Okrem ovplyvnenia vlastnej
monoaminergickej  neurotransmisie  sprostredkovanej  sérotoninovym, noradrenalinovym
adopaminovym systémom mozgu, a ovplyvnenia mozgovej plasticity pdsobia antidepresiva
prostrednictvom dal3ich, nie plne znamych mechanizmov. Do popredia sa dostiva tzv. cytokinova
tedria depresie, ktora poukazuje na pricinnt stvislost’ medzi vznikom depresie a zvydenou aktivaciou
makrofagov s nasledne zvy3enou produkciou prozapalovych cytokinov. Zvysena prozapalova aktivita
pozorovani u pacientov s depresiou mdZe byt dosledkom zvySenej zipalovej aktivity
v gastrointestindlnom trakte alebo mdzZe suvisiet' s narusenim protizapalového pdsobenia nervus vagus
v dosledku narusenej rovnovahy innosti autonémneho nervového systému. Ako prvi sme publikovali
hypotézu, Ze klinickd ucinnost’ niektorych antidepresiv je podmienend ich protizapalovym pésobenim,
ktoré je sprostredkované zvySenim protizdpalového posobenia eferentnych dréh nervus vagus
(Ondicova a spol., 2010). Predlozeny projekt vychadza z tejto nasej hypotézy. V pripade jej platnosti
vznikne raciondlny podklad pre dizajn novych antidepresiv, ktoré budu cielene tinkovat
prostrednictvom centralnej stimuldcie protizapalovych dréh prebiehajocich v nervus vagus. V
ostatnych rokoch sa Coraz Sir§ie pouZivajli v lietbe depresie atypické antipsychotiks, ktoré rovnako
ako niektoré antidepresiva pdsobia protizapalovo. Origindlnou zloZkou projektu je skamanie
protizapalového posobenia antidepresiv pouzitych v monoterapii av kombindcii podansho
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antidepresiva a antipsychotika, a tloha nervus vagus v tomto pdsobeni. Pritom sledovanie vplyvu
podania kombindcie antidepresiva a antipsychotika na zapalovii reakciu predstavuje uplne novy
pristup.

4. Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné potty:

Laboratérne potkany Rattus norvegicus, dospelé samce kmefia Sprague-Dawley: 468 jedincov

5. Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonsdvania projektu:

Laboratérne potkany budii vystavené pdsobeniu farmakologickych latok, ktoré mozu kratkodobo
ovplyvnit' ich zdravotny stav (napr. aplikdcia lipopolysacharidu). Zaroveti podstiipia 3tandardné
behaviordlne testy (EMP, FST), pri ktorych budd splnené vietky vieobecné podmienky (dizka trvania
testu, adapticia zvierat, pomécky, hygienické podmienky), ktoré si dané protokolom. Tieto testy
predstavujit pre zvieratd mierny stresor, ale vo vyznamnej miere nebude narugena ich pohoda ani
celkovy zdravotny stav. Zvieratd tieZ podstipia niekolko chirurgickych zikrokov (implantacia
osmotickych minipump, chirurgicka subdiafragmaticka a sham vagotomia, stereotaktické operécie
mozgu), ktoré budi vykonané v celkovej anestézii s primeranou analgéziou, napriek tomu
predpokladéme, Ze zvierata budu pocifovat’ kratkodobti strednu bolest, dokonca narugia pohodu a
celkovy stav zvierat. Vietky predvidatelné zdravotné komplikdcie sa budeme snazif Zmiernit,
pripadne im zabranit’.

6. Predpokladans aroveii krutosti:

Kateporia slabé (zvierata budi pocifovat’ kratkodobu slabu bolest a vo vyznamnej miere nebude
narusena ich pohoda ani celkovy stav):

- 1.p. podévanie anestézie pred vykonanim chirurgickych zakrokov,

- 1.p. injekéné podévanie vybranych farmak laboratornym zvieratam,

- i.m. podavanie pendeponu po operaénych zékrokoch,

- vyholenie zvierat pred chirurgickymi zakrokmi pouzitim elektrického holiaceho strojéeka,

- handling po dobu 7 dni,

- test vyvy3eného plusového bludiska (EPM),

Kategoria stredné (zvieratd budii pocitovar kratkodobt stredni bolest a je pravdepodobné, Ze stredne

naru$ia pohodu alebo celkovy stav zvierat):

- chirurgicka subdiafragmaticka vagotomia a sham vagotomia,

- s.c. implantaciu osmotickych minipamp,

- centrdlna (intracerebroventrikularna) implantacia sterilnych kany! z nehrdzavejiicej ocele pomocou
stereotaktického aparatu

- test niiteného plavania (FST)

7. Uplatiiovanie zisad 3R

poZiadavka nahradenia

K planovanému pokusu neexistuji alternativne metédy ako napriklad vyuzitie bunkovych kultdr,
ked'Ze sledujeme interakcie medzi nervovym, imunitnym a endokrinnym systémom a celkové
posobenie vybranych psychofarmék na tieto systémy, najma na aktivitu aferentnych a eferentnych
drah X. hlavového nervu (nervus vagus). Nervus vagus mi vyznamné postavenie v regulacii
ginnosti organizmu, o je dané rozsahom motorickej a senzitivnej inervacie, ktoru zabezpeduje
Sirokym spektrom receptorov na jeho senzitivnych nervovych zakonteniach. Nedavno bola
popisana tzv. cholinergicka protizapalové draha, ktori tvoria cholinergické eferenné drahy nervus
vagus, ktoré zabezpe€uju tonickil alebo nepretrZiti neurondlnu moduldciu syntézy cytokinov,
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priom fimguju ako regulétor, ktory ohraniéuje rozsah imunitnej reakcie v organizme. Je moZné,
Ze protizapalové pdsabenie niektorych antidepresiv a antipsychotik je vysledkom ich centralneho
stimulaéného pdsobenia na eferentné drahy nervus vagus, ktoré inhibuji zapal v periférnych”
tkanivach. V naSich experimentoch budéme teda sledovar prepajenie centralneho nervového
systému s perifériou, kde bude prebiehat’ zapal, &o je moZné len s pouZitim animéalneho modelu.
Nakolko sledujeme mechanizmus uginku psychofarmak pouzivanych v huméannej praxi uvedeny
model je najlepSou alternativou nahrady humanneho modelu. Pouzijeme laboratérne potkany
kmefia Sprague Dawley, sktorymi mame v najom laboratoriu bohaté sklisenosti a zaroveii
nadvézujeme na experimentalne $tidie, pri ktorych sme sledovali Glohu nervus vagus v reguldcii
stresu.

poiiadavka obmedzenia

Z pohfadu $tatistickej vyznamnosti, reprodukovatenosti pokusov a s ohFadom na predpokladané
chirurgicke zakroky st podty zvierat minimalizované na najniz§iv moZni mieru. Pri testovani
protizapalového tginku vybranych psychofarmak a behavioralnych testoch je predpokladany poget
12 zvierat na skupinu. Aby ziskané idaje mohli byt 3tatisticky spracované a mali seridznu
vypovedni hodnotu je potrebné, aby minimalny podet zvierat v skupine bol 12 jedincov. Okrem
toho je pri pouziti behavioralnych testov vydgia miera variacie medzi jednotlivymi zvieratami v
ramei skupiny, 8o zasadnym spdsobom ovplyviiuje vyhodnotenie a §tatisticki analyzu zfskanych
vysledkov. Pri sham a subdiafragmatickej vagotémii Jje potrebnych 12 zvierat na skupinuy,
nakolko vagotémia vyrazne ovplyvituje Sinnost organizmu a délezita je i Gspesnost’ vykonanej
vagotomie. Zo $tidie musia byt vyradené zvierata s nekompletnou vagotomiou. V pripade, e sa
nepreukaZe protizdpalové pbsobenie niektordho z vybranych antidepresiv a antipsychotik v prvej
etape projektu, v daldich etapach projektu ho uZ nepouzijeme, Gim sa zredukuje podet
experimentalnych skupin. :

poiiadavka zjemnenia

Minimalizécia mozného stradania a utrpenia zvierat bude dosiahnuta dodriavanim piatich slobad
uvadzanych pri definicii welfare zvierat. Zvieratim bude poskytnuté zodpovedajiice prostredie
v klimatizovanej miestnosti (22+1°C) s 12 hodinovym svetelnym rezimom so svetlou fizou
zaginajlicou rano o 6:00 hodine, kde budti umiestnené v $tandardnych chovnych klietkach v podte
3 jedincov (potkany) s mozZnostou prirodzengho spravania, vratane socidlneho, Vietky zvierata
budt mat’ neruseny pristup k pitnej vode a Standardnej peletovanej potrave ad /ibitum.

Zvigratam budu pred chirurgickymi zakrokmi (subdiafragmaticka a sham vagotdémia, subkutanna
implantdcia osmotickych minipttmp, intracerebroventrikulérna implantdcia kanyl pomocou
stereotaktického aparitu) podané anestetiké pre celkov(l anestéziu s primeranou analgéziou
(kombinacia tiletamine, zolazepam /xylazine v pomere 3:5, v mnozstve 30 mg / kg hmotnosti
potkana, intraperitonesine), ¢im sa zminimalizuje ich utrpenie na najmensiu moZnil mieru. Po
chirurgickych zékrokoch budi zvierata ponechané na vyhrievacich podlozkach a2 do ich prebratia
z anestézie. Nésledne budi prelozené do chovnych klietok, kde budil pravidelne monitorované.
Pocas behavioralnych testov bude diskomfort zvierat minimal izovany na najmengiu moznt mieru,
reSpektovanim - ich fyziologickych potrieb ‘a potrieb spravania. Zvierati: budd pravidelne
handlované a adaptované na testovaciu miestnost.

Potas -vietkych experimentov sa zdrzime konania, ktoré by mohlo spdsobit’ poranenie, iné
poskadenie zdravia zvierat alebo ich zbyto¢né utrpenie.

8. - Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovanin: ano
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Netechnické zhrnutie projektu
Nézov projektu: Vplyv inhibicie angiogenézy na postnatilnu neurogenézu a migriciu

buniek do poskoedenych oblasti mozgu

KPicové slovd v projekte: inhibicia angiogenézy, postnatalna neurogenéza, migrécia,
excitotoxické poskodenie

Ugtel projektu’: Zakiadny vyskum
Translaény alebo aplikovany vysikum

Ciele projektu:

Mechanizmy regulicie postnatdlnej neurogenézy nie st napriek intenzivoemu vyskumu
a pribudajiicim poznatkom doposial’ dostatoéne vysvetlené. Ich pochopenie je dolezité pre
pripadné terapeutické vyuzitie neurdlnych prekurzorov ako endogénneho zdroja nahrady
poskodenych a degenerovanych nervovych buniek mozgu. Postnatélna neurogenéza prebicha
iba v uréitych, tzv. neurogénnych oblastiach mozgu. Najnovéie poznatky naznaduju, Ze krvné
cievy napomihaji migracii buniek zmiesta ich vzniku na miesto ich uréenia. Ciefom
projektu je zistit' ako ovplyvni inhibicia angiogenézy migriciu buniek v neurogénnej oblasti
mozgu za normalnych podmienok. Daldim ciefom je sledovat’ vplyv excitotoxického
poskodenia mozgu na vyputovanie buniek z nevrogénnych oblasti na miesto lézie ato za
normalnych okolnosti, a po podani inhibitora angiogenézy.

Prinos z vykonaného projektu

Projekt by mal prispiet k objasneniu tlohy krvnych ciev pri migracii a proliferacii
neurdlnych prekurzorov prebichajiicich v postnatalnom obdobi. Inhibicia angiogenézy nam
méZe dat’ odpoved’ na otdzku, akn ulohu zohréva Specifické usporiadanie ciev pri migrécii
novovzniknutych buniek v danej oblasti. Experimentdlne navodenie poskodenia mozgu/
neurodegeneracie a nasledna inhibicia angiogenézy nam umozni skimat’ tlohu krvnych ciev
pri migrécii neuralnych prekurzorov do miesta poskodenia.

V suasnej medicine stile chybaji uspokojivé terapeutické postupy, ktorymi by bolo mozné
nahradit’ poSkodené nervové bunky v mozgu. Ked'ze mozog cicavcov disponuje neurdlnymi
prekurzormi buniek, ktoré by mohli byt zdrojom néhrady poskodenych buniek, je velkou
vyzvou skimat mechanizmy ovplyvitujiice produkciu, migriciu a zadlenenie sa tychto

novovzniknutych buniek do uz existujiicich neuralnych okruhov.

Poznatky tohto projektu mézu prispief k vyvoju stratégii pomocou, ktorych by bolo mozné
presmerovat’ neuralne prekurzory do oblasti pokodenia, alebo neurodegeneracie.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné poty:
V experimente budu pouZité potkany kmefia Wistar albino oboch pohlavi v pocte 80 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati vriamci vykondvania
projektu:

Angiogenézu budeme inhibovat’ po dobu jedného tyzdiia u neonatalnych a dospelych zvierat,
pomocou latky endostatin, kiord sa vyskytuje v tele prirodzene, aviak v niZich
koncentraciach. Nepredpokladdme, %e by inhibicia angiogenézy negativne ovplyvnila celkovy
zdravotny stav zvierat.

Excitotoxické poskodenie mozgu (samotné/v kombindcii a inhibiciou angiogenézy) budeme
robit’ iba u dospelych zvierat. Latku spésobujiicu excitotoxické poskodenie — ibotenat podame
Jjednordzovo na presne uréené miesto v mozgu (v oblasti striata) ¢o bude mat’ za nasledok
neurodegeneraciu buniek v danej oblasti. Po zdkroku budi zvierata preZivat’ kratkodobo (7
dni). Uvedeny zakrok méZe spésobif’ zmeny v socialnom spravani zvierata.

VBetky zakroky budt robené v narkéze. V pooperaénom obdobi bude zvieratim venovana
zvySend starostlivost’. V pripade bolesti budeme zvieratam podavat’ analgetika.

Predpokladans drovei krutosti:
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Predpokladame, Ze postupy, ktoré budeme vykonavaf budi prevazne ,slabé” nanajvys
»stredné” , podfa Klasifikdcie krutosti postupov - prilohy &. 4 k nariadeniu vlady & 377/2012
Z.z

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Naliradenie zvierat:

Po zadani kPi¢ovych slov tohto projektu nebola v databéze Eurpean Centre for Validation of
Alternative Methods 9:5“\\9_2@@._.:mw:.mm:\:mim\ﬁﬁn:Qwoéa&u-m_E._5:5 néjdena Ziadna
alternativna metdda.

2. Redukcia po&tu zvierat:

V experimentalnych skupindch pouzijeme minimalny poget zvierat (5-7). Tento podet je
nevyhnutny, aby bolo mozné 3tatisticky vyhodnotit vysledky.

3. Zjemnenie:



So zvieratami budd ohladuplne manipulovat’ skuseni vedecki pracovnici a dolctorandi
(prirodovedei, veterinarni lekéri). Pripadnu bolest’ budeme zvieratAim  minimalizovat’
podanim analgetik. .

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: é4re - nie



Priloha & 2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU 44 26~ \& 4=239/

Nazov projektu:

Vplyv signalizicie z vnitorny ch orgénov na rozsah neuroendokrinnej stresovej reakcie u
potkana

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:

KPicové slova v projekte (max S slov):

neuroendokrinnd stresova reakcia, katecholaminy, glukokortikoidy, visceralna signalizicia,
nervus vagus

Ukel projektu:

a) zékladny vyskum

b) transla¢ny alebo aplikovany vyskum

¢) reguladné metdy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z.
z.)

d) ochrana zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare Pudi alebo
zvierat

¢) ochrana druhov
f) vysokogkolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

g) zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich dralsieho pouZivania
v postupoch.

Opisat’ ciele projektu:

Ciel’ 1. Uréif ako podanie ivabradinu (selektivny inhibitor pacemakerovych buniek
sinoatridlneho uzla) ovplyvni plazmatické hladiny katecholaminov a kortikosteronu pocas
pokojovych podmienok a poas expozicie potkanov rdznym stresoroml (handling, restraint
stres a imobilizacia). Cielenou inhibiciou srdcovej Sinnosti, obzviast podas expozicie roznym
formam stresorov, uréime vyznam prenosu signalov zo srdca (napr. mechanoreceptory) v
spétnovizobnej regulécii rozsahu neuroendokrinnej stresovej reakcie.

Ciel’ 2. Urdit vplyv opakovaného intravenozneho podania adremalinu v kombinacii so
zviukovym podnetom na plazmatické hladiny katecholaminov a kortikosterénu u potkana.
Pomocou podmiefiovania sa uréi, akii ilohu v stresovej reakcii zohrava naudend reaktivita na
zmeny v aktivite vnitornych organov vyvolanych adrenalinom.

Ciel’ 3. Urgif efekt znizenia srdcovej frekvencie podanim ivabradinu na spravanie potkanov.
Bude sa sledovat miera uzkosti ako prejav stresovej reakcie vo vyvySenom plusovom
bludisku.

Prinos z vykonaného projektu:

Stresové odpoved’ organizmu spii§ta mnoho fyziologiclych mechanizmov, ktoré organizmu
umoziiuji odpovedat’ na prichddzajiicu hrozbu a nastolit’' rovnovahu. Na jednej strane mdze
byt stresové odpoved pre organizmus pozitivna, aviak s predizujicim sa Casom vystavenia
stresorom pripadne opakujiicim sa stresovym podnetom sa stava poskodzujuca a vyznamnym
faktorom rozvoja mmnohych ochoreni & uZ kardiovaskularnych, imunitnych alebo
onkologickych. Poskodenie podmieneng stresorom méZze byt vyznamné najmi v pripade, ak
ginnost organov bola u daného jedinca naruSena uz v minulosti. Terapeutickym ovplyvnenim
rozsahu neuroendokrinnej stresovej reakcie moZno nielen predist, ale aj zmiernit' priebeh
chordb, v ktorych etiopatogenéze zohréva ulohu aj neprimerand neuroendolcrinna stresova
reakcia. Prikladom potencidlnej klinickej aplikacie predioZeného projektu by mohla byt
inhibicia prenosu signalov sivisiacich s aktivitou srdca (pocas stresu) pomocou latky
ivabradin (selektivny inhibitor pacemakerovych buniek sinoatridlncho uzla). ZniZenie
srdcovej frekvencie mdZe predstavovat’ preventivny postup obmedzujtici nadmernil stresovi
reakeiu pri pésobeni psychologickych stresorov (napr. izkost), kedy mdZe byt' nadmerna
aktivacia kardiovaskularneho systému patologicka. Dalgim prikladom vyuZitia predlozeného
projektu méZu byt kognitivne behaviordlne postupy zamerané na inhibiciu ,,podmienenej™
stresovej reakcie. Poznanie mechanizmov prenosu a centralneho spracovania signalov z
vatitornych orgénov potas stresovej reakcie moze vytvorit podklad pre zavedenie novych
terapeutickych postupov zameranych na ovplyvnenie (redukciu) stresovej reakcie na
centrainej i periférnej trovni.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné potty:

- laboratorne potkany (Rattus norvegicus) kmeii Sprague-Dawley, samce, pocet: 276 jedincov

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

Zvieratd budu vystavené kratkodobému, jednorazovému (2 hodiny) restraintu  alebo
imobilizacii, podas ktorych im bude zamedzené v pohybe a budi pocitovat intenziviy
emodny stres. Pogas imobilizacie budi zvierata tieZ pocitovat’ kratkodobu bolest’ bez d’al§ich
nasledkov alebo zhorienia zdravotného stavu. Okrem toho, niektoré zvieratd podstiipia
chirurgické zasahy, ktoré tiez méZu ovplyvnit' ich zdravotny stav. Hoci budi vietky
chirurgické zakroky u zvierat vykonané pod anestéziou (kanylacia vena jugularis, implantacia
telemtrickych prob), predpokladame ich kratkodoby nepriaznivy vplyv na zdravotny stav
zvierat (predovietkym pooperatna bolest). Vietkym predvidatefnym  zdravotnym
komplikécism sa budeme snaZit’ zabranit,, pripadne ich zmiernit.

Predpokladana droveii krutosti:

Naplénované zasahy na laboratérnych potkanoch méZzeme zaradit’ do nasledovnych kateg6rii
podfa trovne krutosti:



Kategéria slabé (zvieratda budi pocitovat’ kratkodobu slabu bolest” a vo vyznamnej miere
nebude naru$ena ich pohoda ani celkovy stav):
- i.p. podévanie anestézie pred vykonani chirurgickych zékrokov

- vyholenie zvierat pred chirurgickymi zakrokmi pouZitim elektrického holiaceho strojeka.
- handling jednorazovy 10 minit

- test vyvySeného plusového bludiska (EPM)

- podmieitovanie — kratkodobé vystavenie zvuku o sile 60-70dB

Kategoria stredné (zvierata budd pocifovat’ kratkodobi stredni bolest’ a je pravdepodobné, Ze
stredne narudia pohodu alebo celkovy stav zvierat):
- kanylacia vena jugularis

- implantaciu telemetrickych prob
- restraint jednorazovy na 2 hodiny

- imobilizacia jednorazova na 2 hodiny

Uplatfiovanie zdasad 3R:

1. Nahradenie zvierat (zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte. zdévodnenie preco sa nemdze
pouZif alternativna metoda bez pouZitia zvierat)

Vzhl'adom na to, Ze v predlozenom projekte budeme sledovat’ vzajomné interakcie dvoch
biologickych systémov, nervového aendokrinného, nie je mozZné tieto experimenty
uskutoénit’ na bunkovych kultirach. V rameci projektu sa budeme snaZit’ aj o to, aby ziskané
tidaje rozsirili poznatky o mechanizmoch periférnej reguldcie neuroendokrinnej stresovej
reakcie, &o by mohlo viest’ ku pripadnym klinickym aplikdciam. Aj preto si experimenty
v predloZenom projekte vyzadujii komplexny pristup, ktory je zabezpegeny prave pouZitim
animalneho modelu potkana kmetia Sprague Dawley, sktorym mame bohaté skusenosti
v ramci §tidia stresovej reakcie organizmu.

2. Redukcia podtu zvierat {(zddvodnenie pouzitia urdeného poétu zvierat, akym spdsobom sa
pouziie redukcia, objasnenie toho. Ze sa pouzil minimalny moznv podet zvierat)

Podet pouzitych zvierat bude minimalizovany na najniz8iu moZni mieru v zévislosti od typu
pokusu: kanylagné experimenty a dekapitadny experiment 12 zvierat v skupine, telemetricky
experiment 4 potkany v skupine a behavioralne $tidie 10 zvierat v skupine, tak aby boli
ziskané udaje §tatisticky relevantné a mali tak poZadovanii vypovedni hodnotu. Vy3si podet
zvierat v skupine (v pomere ku pottu skupin) urSenych na behavioralne experimenty je
spésobeny povahou pouZivanych testov (EPM), kde na rozdiel biochemickych alebo
molekularno-biologickych analyz je vy3iia miera variicie medzi jednotlivymi zvieratami v
ramei skupiny, So zdsadnym spdsobom ovplyviiyje vyhodnotenie a Statistickl analyzu
ziskanych vysledkov.

3. Zjemnenie (vysvetlif vyber pouZitych druhov zvierat. zdGvodnenie pouzitia zvierata,

objasnenie _spésobu ako sa minimalizuje stres. enie _a bolest’ zvierat v priebehu
vykonavania postupu tak. aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Utrpenie zvierat bude minimalizované dodrziavanim kaZdej z piatich zdsad uvadzanych pri
definicii welfare zvierat. Testy budii uskuto&iiované tak, aby zvieratd o najmenej stradali.

Zvierata bud chované v klimatizovanom zverinci (22+1°C) s 12 hod. svetelnym rezimom v
klietkach po 3-4, ¢o im umoZni plne realizovat prirodzené formy sprévania, vratane
socialneho. Pristup k peletovanej strave a vode bude ad libitum.

Zvieratam budi pred operadnym zakrokom podané anestetika (kombindcia Zoletil/Xylariem v
pomere 3:5 a v mnozstve 10 mg/kg hmotnosti zvierat'a intraperitoneélne, i.p.) a pocas celého
zasahu (kanylacia vena jugularis, implantacia telemetrickych prob) budi zvieratd udrZiavané
v celkove] anestéze, &im sa minimalizuje ich utrpenie na najmen$iu moZni mieru. Na
zmiernenie bolesti zvierat po operanom zdkroku im bude jednorazovo ip. podané
analgetikum Rometar. Po operaénych zasahoch budi zvieratid ponechané na vyhrievacich
podloZkich do doznenia udinkov anestézie. Nasledne budi preloZené do chovnych klietok,
kde budt: pravidelne monitorované.

Pri experimentoch, kedy budi zvieratd vystavené jednorazovému dvojhodinovému restraintu
alebo imobilizaénému stresu, zvieratim nebudi podévané utiSujice latky, nakolko ich
podanie vyznamnym spdsobom ovplyviiuje aktivitu sympatoadrendalneho syst€ému
a interferuje so sledovanymi biochemickymi a molekuldrno-biologickymi parametrami. Aj
napriek diskomfortu, ktory méZu pouZité stresory vyvolat, ide iba o ich jednorazovii aplikaciu
a doteraz sme nestretli so Ziadnymi nefyziologickymi reakciami pripadne vonkajSimi &i
vnitornymi zraneniami.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: dno  npie



Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu /954/ 16-R21

Nazov projektu: Regeneracia Specifickych regiénov mozgu dospelych spevavcov skiimana

pomocou in vivo magnetickej rezonancie

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

KPiéové slova v projekte ( max 5 slov): striatum, MRI, dopaminovy D3 receptor, neurogenéza,
BDNF,

Ukel projektu*: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulaéné 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

Vysoko$kolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

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

Ak je iny el projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:
Zistit’ funkeiu novovzniknutych neurdnov v striatalnej vokélnej oblasti Area X:

1/ Otestovat’ a optimalizovat’ metédu MRI pre vizualizdciu vokdlnej oblasti Area X v striate a
pre jej vizualizaciu spolu s neurotoxickou léziou u samcov zebricky Cervenozobej. Otestovat’
rozlienie, dobu pobytu experimentdlneho spevavca v magnete spolu s optimalizaciou MR
impulznych sekvencii a validovat’ presné opakovanie skenov v uréenej oblasti mozgu v dlhSom
tasovom intervale. Porovnat’ s metodou lokalizovanej 1H MR spektroskopie (MRS; hlavne N-
acetylaspartatu, glutamatu, glutaminu, taurfnu, creatinu, cholinu a laktatu).

2/ Porovnat® velkost 1ézie Area X nameranej pomocou MRI so skuto&nymi hodnotami aZ do 6
mesiacov. Vyhodnotit MRI mapy v oblasti zaujmu a validovat’ vysledky MRI pre vypocet
velkosti 1ézie (pomocou T2 mép aj pomocou diftizne vazenych obrazov, DWI).

3/ Uréit’ ulohu regenerujiicej sa Area X pre spev u dospelych vtakov. VyuZit' MR, pripadne aj
MRS, pre kontinualnu identifikdciu zmien v regenerovanej Area X a korelovat’ ich so zmenami v
speve, hlavne v tempe a v opakovani slabik.

4/ Urit vplyv elektrolytickej 1ézie Area X bez naslednej regeneracie na spev u dospelych
vtakov.



Vyuzit MRI a MRS pre sledovanie regeneracie mozgu. Sledovat’ mechanizmus vplyvu
dopaminovych D3 receptorov (D3R) na regeneraciu mozgu po neurotoxickom poSkodent:

1/ Zistit vplyv lézie na expresiu BDNF, jeho receptorov TrkB a na expresiu D3R receptorov
v neurogénnej subventrikularnej zone (SVZ) a v nepoSkodenom striate.

2/ Zistit vplyv farmakologickej manipulédcie D3R na expresiu BDNF a TrkB receptorov v
SVZ a v striate. Vysledky porovnat’ s MRI mapami a kvantifikdciou dolezitych mozgovych
metabolitov ziskanych z lokalizovanej TH MRS.

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

Zvy3ena neurogenéza v ddsledku lézie bola zistena u cicavcov aj u vtakov. U cicavcov viak
obnova striata po poskodeni predstavuje maximalne 0,2-1 % v zévislosti na type poskodenych
neurénov, zatial’ o podla nasich vysledkov je obnova Area X v striate spevavcov takmer Gplna.
Nahradzovanie stratenych alebo nefunkénych neurénov novymi mé potencial v medicine. Preto
$tudium mechanizmov tejto obnovy u spevavcov moze byt prinosom pri hfadani stratégif moznej
obnovy mozgu po poskodeni.

Druhou nemenej ddleZitou stiastou tohoto projektu je spojenie sledovania regeneracie mozgu
po poskodeni prostrednictvom MRI a MRS spolu so sledovanim zmien v speve u toho istého
jedinca. Je vieobecne zname, Ze technika in vivo zobrazovania magnetickej rezonancie MRI a
MRS poskytuje vel'mi cenné a kvalitné neurochemické, fyziologické, anatomické, Strukturalne a
v poslednych rokoch rozvojom funk&ného zobrazovania fMRI aj funkéné informacie v Zivych
systémoch. A prave posledne menovana fMRI technika, nazyvana fMRI BOLD (Blood Oxygen
Level Dependent) nadla Siroké uplatnenie pri vyskume sluchovych regiénov v mozgu zebricky
gervenozobej. Tato roznorodost informdcii, ktoré je mozné ziskat’" pomocou magnetickej
rezonancie, ju odlifuje a zarovell favorizuje medzi ostatnymi, prevaZzne invazivnymi
zobrazovacimi metddami (RTG, PET). V zavislosti od zvolenych parametrov nastavenych pri
merani dokd¥e MRI zviditePnit rdzne vlastnosti meraného tkaniva, napriklad Strukttru organov, v
nafom pripade mozgu, na zéklade roznych vlastnosti vody v fiom obsiahnutej (T1 a T2 vazené
obrazy), perfiziu a difuziu tekutin (perfizne a difizne vazené obrazy — PWI a DWI), spojenie
nervovych drah (traktografia) a mnohé iné. Dalsou vyhodou magnetickej rezonancie je jej
nedestruktivna povaha. To umoZiiuje opakované merania v Case na tom istom jedincovi, Co
predstavuje novii dimenziu 3tidia neurogenézy, ktord sa vyvija v dlhom &asovom intervale.
Velky prinos predstavuje vyskum magneticke; rezonancie in vivo na zvieracich modeloch,
preto¥e umoZituje rozne opakované merania, ¢i uZ obrazové alebo spektroskopické, a tym déava
moznost sledovat’ vyvoj namodelovaného patologického stavu (v nasom pripade 1ézie vytvorenej
pomocou neurotoxinu) ako aj GSinky zvolenej terapie. UZ len samotnd moZnost’ kontinualnej
kontroly obnovy mozgu predstavuje prinos z hl'adiska technického (jednozna&né urcenie polohy
a velkosti lézie od zaliatku experimentu) aj etického (menSie mnoZstvo pouzitych jedincov).
Navyse v spojeni s behaviordlnou analyzou umoznia tieto vysledky potvrdit’ alebo vyvratit
hypotézu o funkcii Area X pre naasovanie spevu, a tieZ o funkcii novych neurdnov v Area X
spevaveov pre kontrolu plynulého vokalneho prejavu.

Dblezity prinos predkladaného projektu vidime v moZnosti korelacie parametrov MRI a MRS
a4 vmo¥nosti kombinacie MRI a MRS pri jednom merani, ¢o umoZiluje sledovat’ sicasne
anatomické aj neurochemické zmeny mozgu. Vyhodou je aj trojdimenziondlne nahliadnutie do
jednotlivych regiénov mozgu spevavcov, ktoré je mozné kvantifikovat a porovnat’ s



histologickymi technikami na bliZ§iu $pecifikaciu doposial’ dostatoéne neobjasnenych procesov
pri neurogenéze spevavcov.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné pocty:
zebricka Cervenozoba (Taeniopygia guttata), 80 samcov a 15 samic
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramei vykonavania projektu:

Nepriaznivy vplyv na zvierata by mohla mat’ operacia alebo umely spanok po¢as MRI merani,
aj ked’ podla nadej skusenosti sa zebri¢ky po operacii zotavuji pomerne rychlo a niektoré jedince
zaCnu spievat’ uz po par hodinach od operacie, €o je prejavom ich komfortu.

Predpokladana drovei krutosti:

Operacie, podavanie farmak a MRI budt vykonavané v celkovej anestézii, po ktorej zviera
nadobudne vedomie, a preto sa klasifikuji ako ,,slabé®. Transkardialna perfiizia sa klasifikuje ako
,.bez moZnosti zotavenia®.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zdovodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdovodnenie preéo sa nemdze pouZit' alternativna
metdda bez pouZzitia zvierat)

Cely projekt je zamerany na nahradzovanie a obmedzenie poltu zvierat v experimentoch.
Metdéda MRI umoZiiuje kontinualne sledovanie lézie alebo obnovy mozgu u toho istého zvierata,
a teda ich podet je v porovnani s pouZitim len histologickych metdd znacne redukovany.

Ked'?e pokus je primarne zamerany na sledovanie obnovy striatdlnej Casti mozgu po
poskodeni s pespektivou vystupu na ¢loveka, nie je mozné realizovat pokus na bunkovych
kultarach, pretoZze u tychto sa mozog nevyskytuje. Alternativne nahradenie vta€ieho modelu
niz§imi stavovcami alebo cicavcami tiez nie je moZné, nakolko zvySend miera neurogenézy
a obnova striata u tychto modelov nebola doteraz pozorovana.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia uréeného poétu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukeia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil minimalny moZzny pocet zvierat)

Poéty zvierat sii minimalizované na najmen$iu mozn hranicu, aby mali ziskané udaje
akceptovatel'n(i vypovednid hodnotu a bolo moZné §tatisticky ich vyhodnotit’.



3. Zjemnenie:

. . . - . A

(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zdovodnenie pouzitia zvierat'a, objasnenie spdsobu
ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehy vykondvania postupu tak, aby sa
dosiahli vedeckg ciele projektu)



Netechnické zhrnutie projektu .4]\3 ;14/44 ~2j4
Nazov projektu:

Efekt endotelinovych antagonistov na funkéné zmeny v modeli srdcového zlyhania navodeného
chronickou beta adrenergickou stimuléciou

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:
Ugel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu

Ciefom projektu je zistit G¢ast endotelinu-1 na funkénych zmenéch srdca po podavani beta agonistu
izoprenalinu. '

Prinos z vykonaného projektu:

Endotelin-1 je telu vlastny vazokonstrikény a prohypertroficky peptid, u ktorého sa predpokiada tcast
na srdcovom zlyhdvani, no jeho presnd dloha nie je dobre zndma. Endotelinové antagonisty
nepriniesli v klinickych 3tididch presvedgivé vysledky, hoci sa do nich vkladali velké nadeje.
Navrhované experimenty by pomohli objasnit vztahy medzi nadmernou beta adrenergickou
stimuldciou, ktord je pritomnd pri srdcovom zlyhavani, endotelinom-1 a jeho Géinkami na funkéné
vlastnosti srdca. Hlavnym prinosom by teda bol prispevok k objasneniu patofyziologickej Glohy
endotelinu-1 pri srdcovom zlyhévani.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné pocty : Potkany, samce rodu Wistar 135
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:

Ide o experimenty, kde sa hodnoti vplyv dlhodobej lie¢by na fyziologické parametre ako elektricks
a mechanicka funkcia srdca, a teda je potrebné vykonat experiment in vivo, teda na celom zvierati.
Vexperimente sa planuje intraperitonedlna a peroralna aplikdcia aplikicia lie&iv u bdelych zvierat,
Zvieratd moéZzu pri nej pocitovat kritkodob( bolest alebo nepohodu, ktoré by nemali vyznamne
naridat pohodu, ani celkovy stav zvierat. Samotné experimenty zamerané na zistenie funkcie srdca
budd vykonavané v hlbokej celkovej anestéze, po ktorej zvieratd nenadobudni vedomie a budd
humdnne utratené. Celkovo sa olakdva poskodenie srdca podavani izoprenalinu, mierne zniZenie
fyzickej vykonnosti a telesnej hmotnosti. V pripade nahleho zhorienia zdravotného stavu budd
zvieratd humdnne utratené.

Predpokladana Uroven krutosti:

strednd



Uplatriovanie zisad 3R

1. Nahradenie:

buniek, na ktorych je nemozné relevantne posudit funkciu kardiomyocytov, a uz vébec nie lavej
komory ako celku.

2. Obmedzenie:

moZné pousif na experimenty druhej fazy, vzhladom na pbsobenie dobutaminu, a naopak, nie je
mozZné aplikovat ETA antagonistu BQ-123 alebo ETB antagonistu BQ-788 v pokuse prvej fazy ~ bolj by
ovplyvnené hemodynamické merania.

3. Zjemnenie:

Projekt bude podliehat opitovnémuy schvalovaniu:  4no  nje



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU:

Nazov projektu pokusu / 65"0///4 _224

Zistenie imunomodulaéného uginky exkreéno-sekreénych antigénov cestéda Mesocestoides
vogae

Ciel’ projektu pokusu, predpokladana ujma a prinosy

Cielom experimentu je overit imunomodula&ny u&inok sekre¢no/exkreénych (E/S) produktov
lariev Mesocestoides vogae. Na zéklade modelu septického Soku sa stanovi vplyv sekrétov lariev
na zmiernenie excesivnych zapalovych prejavov v stvislosti s vrodenou zloZkou imunitného
systému. Zistime presné zloZenie podtypov inicidtorov vrodenej odpovede - dendritickych buniek
a modulacie ich efektorovych funkeij (ko-stimulacia T buniek, produkcia cytokinov). Zaroveti sa
zameriame na (izko spitu adaptivnu zloZku imunitného systému, kde na zaklade tesnej asovej
kinetiky pokusu bude mozné presne odhadnit’ dynamiku Thi, Th2, Th17 a Treg polarizécie
a nasledne objasnit’ potencionalny mechanizmus reguldcie systémovej odpovede.

Postupy vyuZivané pri infekcii/injekcii/odberu vzoriek si aktualne a bert do tvahy maximalne
jemné zaobchadzanie a manipuldciu so zvieratami. Neo&akava sa riziko dlhodobej bolesti ani
utrpenia. Zvieratdm nebude zabranend Standardné umiestnenie, chov anj starostlivost’.
V suvislosti s odberom vzoriek anaslednou analyzou cytokinov a bunkovych podtypov je
nevyhnutné usmrtenie zvierat, ktoré bude vykonané po celkovej anestéze.

V pripade zaznamenanej moduldcie resp. zvratenia priebehu septického Soku uréitou frakciou
(ktorti na zéklade testovania povaZujeme za potencionalne aktfvnu) tak moéZeme vyznamne
prispiet’ k pokusom o identifikovanie a¢innych molekdl.

Podet a druh pokusnych zvierat
Samice mysi (Mus musculus) kmefia balb/c, 60 zvierat
Preukazanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zZjemnenia

Nie st zndme alternativne metody vykonanie pokusu, ktoré boli overované v literatire aj na
internete. Stanoveny pocet predstavuje limit, ktory berie do Gvahy nutng potrebu dostatoéného
poctu vzoriek vzhladom na rychlo sa meniacu kinetiku imunitnej odpovede v ramci hostitel’a
a Statistické  spracovanie  a validity vysledkov. In  vitro &tadia poukazujii na silny
imunomodulaény vplyv ES antigénov M vogae. Pri overeni systémového G&inku je nutna
cirkuldcia (lymfaticks, krvnd), ktord neméze byt" mimikovana in vitro. In vivo pokus umoZni
analyzu komplexnej imunitnej odpovede hostitel'a, do ktorej spadd vel'ké mnoZstvo rozmanitych
buniek. Z tohto dévodu nie je mozné simulovar’ takéto interaktivne podmienky $tadia in vitro. So
zvieratami budil zaobchadzat’ zagkolend osoby s dlhoroénymi praktickymi skusenostami.

&'357,41/\1‘ P(} ZV‘\LQQW\X - W



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU: /350 / 74 -22 0,

Nazov prejektu: Kontinusdlne pasazovanie larvilnych Stadii Echinococcus multilocularis
a Echinococcus granulosus na laboratérnych zvieratich pieskomil mongelsky (Meriones
unguiculatus).

Ciele projektu: Cielom projektu je kultivacia izolatov Echinococcus spp. ziskanych od

larvalnych $tadii na pripravu $pecifickych antigénov potrebnych na diagnostiku ochorenia u
ludi sérologickymi metodami.

Nakolko mnoZstvo vzoriek ziskanych od pacientov pri chirurgickom zgkroku alebo biopsii je
Casto vel'mi malé, kultivacia na pieskomiloch navy$e umozni ziskanie dostato&ného mnoZstva
materialu z jednotlivych izolatov na ich d’alSie analyzy, genotypizaciu kmetiov cirkulujicich na
uzemi Slovenska a ich porovnanie s genotypmi vyskytujicimi sa v inych astiach sveta,

Druh pokusnych zvierat, planovany pocet pouZitych zvierat za obdobie trvania projektu:
Pieskomil mongolsky; max. 20/rok (podl'a mno¥stva ziskaného materidlu)

Relevantnost a odévodnenie pouzivania zvierat: V projekte budi pouzité pieskomily
mongolske, ktoré patria k laboratornym zvieratam vnimavym na infekciu pasomnicami rody
Echinococcus ana ich pasaZovanie sa be’ne vyuZivaju. Roéne bude pouzitych max. 20
jedincov rdzneho pohlavia, v dobrom zdravotnom stave, vo veku 3 aviac mesiacov.
Na infekciu izolatmi Echinococcus spp. od Tudi budi pouzité vzdy dva pieskomily, aby sa

Stadii bez vyrazného poskodenia zdravotného stavu a welfare, budi zvieratd huménne
usmrten€ a ziskanym parazitarnym materialom bud infikované dal§ie pieskomily.

mnozstva materialu na pripravu $pecifickych antigénov na diagnostiku ochorenia. Izolaty
budu zarovet v ramci zakladného vyskumu pouZité na ich charakterizaciu a genotypizaciu
kmetiov cirkulujicich na tizemi Slovenska.

Pocas projektu bude pouZity bude humanny spOsob manipulacie so zvieratami. Infekcia sa
bude vykonavat pri plnom vedomi zvierat, bez anestézie formou intraperitonealne; aplikacie,
ktora je velmi kratka a nespdsobuje zvieratam vainy stres a nepohodu. Znecitlivenie pri
infikovani by pre zviera predstavovalo vagsi stres ako samotny zakrok a mdze mat’ neZiaduce
vedlajSie G&inky. Po ukoneni kultivicie budi zvieratd humanne usmrtené cervikalnou
dislokéciou, nakol'ko odber larvalnych §tadii pasomnic z dutiny brusne;j si vyZaduje usmrtenie
zvierat,

Sulad s poZiadavkami nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia:

Zasada nahraditelnosti zvierat: Zvierat4 budii pouzité na in vive kultivaciy vyvinovych §tadii
parazita v minimalnom pocte. Tento vyvoj vyZaduje hostitela. Zvoleny druh pieskomil
mongolsky (Meriones unguiculatus), je vnimavy na infekciu, prigom ochorenie pomerne dlho
prebieha bez vidsich klinickych priznakov. Hlavnym priznakom dostato&ného vyvinutia
larvalnych $tadii pasomnic je zvitsenie dutiny brudnej, ktoré je rahko rozpoznatelné, &o
umoZiiuje ukondenie pasa¥ovania aby zvierata netrpeli.




Zasada zjemnenia pokusu pouZitim anestézie a analgetik: PocCas kontinudlneho pasaZovania
kmefia parazita sa so zvieratami manipuluje len jednorazovo, ato podas nakazenia, ktoré sa
vykonava intraperitonedlnou aplikiciou infekdného materidlu. Jedni sa o kratky a pomerne
bezbolestny zakrok, ktory si nevyzaduje anestéziu, ktord by pre zviera mohla predstavovat’
VAESi stres, ako injekcia samotna. V nasledujucich tyZdiioch, potas ktorych sa u zvierat vyvijaji
infek¢éné $tadia parazita, sa so zvieratami manipuluje vylutne vramci kazdodennej opatery
a starostlivosti a nie s vystavené bolesti, ani utrpeniu, nie je preto potrebné podavanie
utiSujucich prostriedkov. Denne sa sleduje ich zdravotny stav a v pripade pritomnosti
klinickych priznakov ochorenia s huménne usmrtené cervikalnou dislokaciou.

Zasada znizovania poltu zvierat: Podet zvierat Ziadanych pre pasdZovanie parazita je zvoleny
ako minimalny mozZny, vzhladom na to, ¥e stéasne planujeme pouZit na infekciu maximalne
20 jedincov ro¢ne. Tento podet je nevyhnutny z dévodu zabezpecenia dostatoéného mnoZstva
parazitarneho materilu na pripravu antigénov pre diagnostiku ochorenia, ktora sa vykonava na
nasom ustave. Men§i polet zvierat by mohol znamenat, Ze v pripade, ak by bolo nutné
niekolko zvierat utratit’ pre zhor3enie zdravotného stavu, alebo v pripade ich thynu skér, ako
ddjde vvyvinu do fertiiného Stadia, by sme stratili kmef, &o by viedlo k problémom
s opédtovnym ziskanim takéhoto materialu.

SF ot poyudowls -
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NAZQOV PROJEKTU

VPLYV ETABLOVANEJ] A INOVATIVNEJ INTERFERENCIE SRAAS A ICH
KOMBINACIE NA ORGANOVE POSKODENIE A EXPRESIU RAAS PEPTIDOV
UHYPERTENZIE A SRDCOVEHO ZLYHANIA.

KEUCOVE SLOVA V PROJEKTE - RAAS, hypertenzia, srdcové zlyhanie

CIEL PROJEKTU

Zamerom projektu je zistit’ vplyv etablovanej a inovativnej interferencie s RAAS a ich
kombinicie na organové poskodenie a expresiu RAAS peptidov u hypertenzie a srdcového
zlyhania u potkana. Etablovani inhibicia RAAS bude realizovana inhibiciou aktivity reninu
(aliskirén), inhibiciou ACE (captopril) a blokadou ATI receptora pre angiotenzin II
(olmesartan). Inovativna interferencia bude zahffiat’ stimuldciu AT2 receptorov (Compound
21) a permisivne pdsobenie na Ang 1-7 (ATQ). Vzhladom na etablovanii kardioprotektivnu
lie¢bu interferujucu s RAAS, je pre klinicki relevanciu vysledkov nevyhnutne nutné
preukdzat’” dodatodny kardioprotektivny potencial po pridani k etablovanej lieSbe. Preto
navrhujeme sledovat’ aj moZnosti kombin4cie inovativnych spésobov interferencie s RAAS
suz etablovanymi terapeutickymi intervenciami. Nakoniec VyuZijeme novi moZnost
stanovenia koncentricie RAAS peptidov prostrednictvom mapy RAAS, ktoré umozni posudit
spatnovézobné mechanizmy pri modulacii RAAS atak poukdzat na mozné mechanizmy
jednotlivych spdosbov modulacie RAAS aich kombinacie. Tieto lidaje m6Zu byt’ zaujimavé
s ohladom na interpretaciu vysledkov klinickych $tudii, ktoré s rdznym vystupom sledovali
moZnosti kombinovanej inhibicie RAAS.

Komplexné porovnanie inovativnej ako aj etablovanej interfernecie s RAAS samostatne ako
8 v kombinicii méZe naznatit mozZnost’ doplnenia terapeutického potencidlu lieby pri
zavaZnych kardiovaskularnych (hypertenzia, hypertrofia lavej komory, srdcové zlyhavanie)

indik4ciach.



OCAKAVANY PRINOS

Hoci sa jedna o pracu zikladného vyskumu, ktorej ciePom je objasnit tilohu AT2 receptorov
a Mas receptora v ovplyvneni hypertenzie a zlyhavajiceho myokardu, projekt méze mat’ aj
aplikovany prinos v naznadeni moznych indikaénych oblasti pre liediva v predklinickej faze
vyskumu. Vlastny Vedécky prinos spociva v ukdzani ovplyvnenia procesu reparativnej fibrozy
a funk¢nej adaptécie myokardu po ischemickom inzulte. Hypertrofia srdca, napriek tomu, Ze
sa jednd o chronicky kompenzaény mechanizmus zvySeného hemodynamického nakladu,
prinasa cely rad zmien v biochemickej $truktire myokardu (predovSetkym alteraciu kvality a
kvantity kolagénneho tkaniva), ktoré vedu k poruche elektrickej, diastolickej a neskor aj
systolickej funkcie srdca a nakoniec a¥ k ndhlej smrti alebo srdcovému zlyhaniu. Uvedeny
projekt by bol prvou pracou, ktora skima tito otizku prostrednictvom selektivneho agonistu
AT?2 receptorov alebo Mas receptora. Doteraz tieZ nie je tplne objasnené, do akej miery sa
ovplyvnenie rozvoja $truktirnych zmien prejavi v ovplyvneni funkénych vlastnosti srdca. V
naSom projekte budeme sledovat’ nielen viaceré $truktiirne aspekty remodelacie myokardu,
ale aj ich funkéné dosledky (kontraktilita a poddajnost’ myokardu). Preto je moZnym
prinosom aj objasnenie tlohy jednotlivych mechanizmov na ovplyvneni konkrétneho procesu.
Prenesene takéto poznatky umoznia uvaovat o kombina¢nej liedbe, ktord pomédze zachovat
Struktirnu homogenitu a architekttiru myokardu pri zachovani najlepsich funkénych
parametrov. Compound 21 a ATQ st peroralne dostupné latky nachadzajice sa v
predklinickej faze vyvoja, ked’ sa uvazuje o moznych indikaénych oblastiach. Prenesene méoe
nas projekt naznacit, &i je vhodné pokragovat’ v aplikovanom vyskume a klinickom testovani

tejto latky (samotnej alebo v kombindcii) v oblasti srdcového zlyhania

POCET ZVIERAT

Potkany ~ samce kmetia Wistar Kyoto — 12 jedincov
Potkany — samce kmetia SHR — 156 jedincov

Potkany — samce kmefia Wistar Han — 144 Jedincov



KLASIFIKACIA KRUTOSTI POSTUPOV

Slabé

Postupy vykonavané na zvieratéch pri ktorych je pravdepodobné, e v ich désledku
budi zvierata pocitovat kratkodobu slaby bolest’, utrpenie alebo strach, a postupy, ktoré vo

vyznamnej miere nenarusuji pohodu ani celkovy stav zvierat.

Predpokladané procediry — vaZenie, manipuldcia, podavanie liecby, ukonéenie
experimentu eutaniziou — spadaju do kategérie C podla IACUC (Institutional Animal Care
and Use Committee, http://iacuc.ucsd.edu/policies/Policy26.01.pdf) klasifikdcie. St to

procediry nespdsobujtice Ziadnu bolest’ & napitie alebo ich spdsobuju iba kratkodobo
Bez moZnosti zotavenia
Zviera nenadobudne vedomie po postupe, ktoré sa vykonavaji v celkovej anestézie.

Predpokladané procediry — katetrizdcia a. carotis communis a a.femoralis a lavej

komory v terminélnej anestéze pred ukonéenim experimentu.

PRI PRACI SO ZVIERATAMI BUDU_DODRZANE VSETKY PREDPISANE
PREDPISY PRE CHOV_ A ZAOBCHADZANIE § LABORATORNYMI
ZVIERATAMI PODI’A ZASAD 3R.

REPLACEMENT —- NAHRADENIE ZVIERAT

PretoZe v planovanych experimentoch sa budu hodnotif alterdcie funkcie a Struktiry
organov a nasledky terapeutickych intervencii, je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal ,,in
vivo" na celom zvierati. VyuZitie bunkovych kultir alebo pocitaCovych simulacii
neprichadzaju pri tomto type experimentu do tivahy ako alternativny  sp6sob vyskumného
pristupu.

REDUCTION - REDUKCIA POCTU ZVIERAT

V experimentoch bude pouZity minimdlny moZny podet experimentlnych zvierat,
ktory je potrebny na zabezpedenie 80% Statistickej sily na drovni vyznamnosti 0.05, pri

redukcii po&tu porovnani medzi vybranymi skupinami pre Statistické vyhodnotenie pouZitim



a potrebe experiment opakovat’.

REFINEMENT - ZJEMNENIE

Statistickych metéd stanovujicich minimalny podet zvierat podla poétu skiimanych skupin.

Zvierat4 budy pocas pokusov kontinualne sledované a vysledky priebezne vyhodnocované a v

PROJEKT NIE JE NUTNE _SPATNE POSUDZOVAT A BoL SCHVALENY
V PLNOM ROZSAHU ETICKOU KOMISIOU,
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Nazov projektu:

VyuZitie Pudskych mezenchymovych stromalnych buniek izolovanych zo zubnej drene na cielent
génovou terapiu gliémov

KPacové slova:
Glioblastém, génova terapia, kmefiové bunky

Ukel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel’ projektu:

Cielom pokusu je vyuZitie Pudskych mezenchymovych stromalnych buniek izolovanych zo zubnej
drene na cielenti génovou terapiu gliémov (na principe pouZitia samovrazedného enzymu cytozin
deaminazy a predliegiva 5-fluorocytozinu). Predkladany projekt je sudastou nagho dlhodobého
vyskumu, v ktorom sledujeme moZnost’ vyuZitia dospelych kmetiovych buniek ako nosicov
terapeutickych génov na neinvazfvnu a cielent terapiu niadorového ochorenia.

Prinos projektu:

Moznosti lie¢by gliémov, najcastejsie sa vyskytujlicich priméarnych mozgovych nadorov st velmi
limitované predovsetkym kvoli invazivnej a agresivnej povahe tychto nadorov a tieZ ich schopnosti
odolat’ chemoterapii &i radioterapii. Glioblastém je spomedzi glibmov najagresivnej$i a nesie
najvyssi stupeti malignity (stupeti IV podla WHO). §tandardn)’/ postup lie¢by zadina maximalnym
moznym  chirurgickym  odstrénenim nadoru, po ktorom nasleduje radioterapia  spolv
s konkomitantnou a adjuvantnou chemoterapiou. Napriek nemalym pokrokom vo vietkych troch
oblastiach liecby, prognéza pre pacientov ostiva nad’alej nepriaznivd a skoro vzdy dochadza
k relapsu ochorenia. Median preZivania sa pohybuje okolo 14 mesiacov. Na Slovensku sa rogne
diagnostikuje okolo 200 novych pripadov glioblastému.

Projekt, ktorého st&astou Je praca so zvieratami je orientovany na vyskum rakoviny a liegbu
nadorového ochorenia. RieSenie projektu pribliZi tento inovatfvny terapeuticky pristup k pacientom.

Pocet a druh pouzitych zvierat:

Potkan laboratérny kmeii Sprague Dawley, 140 jedincov, samicky aj samce

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierati v rameci vykonavania projektu:
Pocas vietkych chirurgickych zikrokov budg zvieratd v celkovej anestézii, po zikroku mosy
pocitovat’ kratkodobii strednti bolest’, Na zéklade skuasenosti z predchadzajicich projektov
predpokladdme, Ze priebeh ochorenia bude rychly, zvieratd s nahlym zhorfenim stavu budy

eutanazované, aby sme zabranili utrpeniu, potkany s progredujticim ochorenim nebudi ponechané
na dozitie.



Predpokladani viroven krutosti:
Stredna

Silad s poziadavkami ,,3R*

Nahradenie

Hlodavce v tomto Stadiu experimentov nie je mo#né nahradit bunkovymi kultGrami, ani niz§im
druhom Zivo¢ichov, projektu predchadzali §tudie in vitro.

Obmedzenie:

Poget zvierat v skupinich je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky Statisticky
vyhodnotené. Projekt nadvdzuje na predchadzajice schvélené projekty, sme schopni predvidat’
terapeuticki  U¢innost’ na zaklade experimentov s mezenchymovymi kmetiovymi bunkami
izolovanymi z tukového tkaniva ako aj priebeh ochorenia u kontrolnych skupin, ¢o ndm umoziiuje
pocet zvierat v urditych experimentilnych skupinich redukovat. V pripade nizkeho rozptylu
hodnotenych kritérif (klinickych priznakov, preZivania) v jednotlivych skupindch bude na Statisticky
signifikantné vyhodnotenie vysledkov postacujtici niz8i podet zvierat.

Zjemnenie:

Pokial to zdravotny stav zvierat moZni, budd drané v skupindch umozZiiujicich prirodzené socialne
spravanie so stdlym prisunom potravy a pitnej vody. Na projekte sa budii podielat’ len skiseni
pracovnici vySkoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami. Zvierata s vasne zhorSenym zdravotnym
stavom nebudil ponechané na dozitie, ale budu eutanazované.

Spiitné posidenie projektu:
Postupy klasifikujeme ako ,,stredné®, preto nie je potrebné vykonat’ spitné postudenie projektu.
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