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

Nazov projektu: Priprava subcelularnych vakcin z oligomanozidovych epitopov kvasinky
Candida albicans a ich imunomodulaéné vlastnosti (VEGA projekt 02/0026/13)
(Projekt je duSevinym viastnictvom Ziadatela).

Ciele projektu vritane predpokladanej ajmy a prinosu, pocte a typoch zvierat.
Podrobny opis ciel’a pokusu a vychodiskova situicia projektu.

Utelom projektu postupu podFa § 4 nariadenia vlady je zakladny vyskum s cielom
prevencie a zabranenia poSkodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov &loveka alebo
ich u€inkov na I'udi v zaujme dosiahnutia ktoréhokol'vek z tychto ciel'ov pri vyvoji a testovani
bezpecnosti liekov. Predkladany projekt predstavuje komplexny pristup k charakterizacii
imunomodulaénych polysacharidovych a petidovych antigénov bunkovej steny Candida
albicans. Jednym z faktorov, ktoré v poslednej dobe prispievaju k vzostupu fungélnych
ochoreni je zvySujuci sa nérast rezistencie, predovietkym na azolové derivaty. ZvySujica sa
incidencia mykotickych ochoreni predovsetkym u imunokompromitovanych jedincov,

u primarnych resp. sekunddmych imunodeficitnych stavov. Kandidové infekcie postihuju aj
jedincov bez poruchy imunitného systému, az 75 % Zien malo pocas Zivota diagnostikovant
aspoil jednu epizddou akutnej, resp. recidivujicej chronickej vulvovaginitidy. Toto ochorenie
predstavuje nielen medicinsky, ale aj socidlny a ekonomicky problém. Pre tieto ddvody sa v
sucasnosti stale viac vyskumnych timov opét’ venuje priprave uéinnej antifungalnej vakciny,
s dérazom na vyvoju U¢innej subcelularnej vakciny. Vyskum je zamerany hlavne na
mechanizmy protektivnej imunity na urovni adaptivnej imunity. Subceluldrna vakcina na baze
oligosacharid-peptidového konjugatu je jednou z moznosti antifungalnej intervencie. Detailné
Stadium Specifik pripravy glykanovej subcelularnej vakciny a doteraz neobjasnenej imunitne;j
reakcie na bunkovej urovni u modelového organizmu mé aplikaéné uplatnenie v inovativnych
diagnostickych a kurativnych metédach humannej mediciny (postavenej na molekulove;j
urovni) . Jednou z délezitych tloh vedeckého vyskumu kandidovych infekcif a anti-
kandidovej imunity v si¢asnej dobe je ziskat’ nové, hlbsie poznatky o patogénnych

a virulentnych vlastnostiach mikrorganizmu, a stiasne, a na zéklade originalnych
experimentalnych vysledkov hl'adat’ a testovat’ nové u¢inné formuly ochrany a prevencie.
Originalita a inovativnost’ projektu je zaruéena v tom, Ze takyto komplexny pristup k rieSeniu
antifungalnej intervencie nebol zatial’ nikde prezentovany.

Projekt je orientovany na oblast’ l'udského zdravia, na profylaxiu organizmu proti
fungalnej infekcii, alebo na terapiu uZ infikovaného organizmu. Je zamerany na pripravu
udinnych oligosacharid-peptidovych konjugatov na baze faktorov virulentnosti C.albicans, v
ktorych ako sacharidoveé antigény bude manén C. albicans serotyp A CCY 29-3-100
a vybrané manooligoméry. Ako peptidovy antigén v komplexnom imunogénnom konjugate
bude aplikovany 16-mér (QGETEEALIQKRSYKK) mimikujtci parcidlnu sekvenciu HWP1,
faktoru virulentnosti Candidy albicans, exprimovaného hyfovou morfoformou
s patognomickym charakterom. Hlavnym cielom projektu je priprava a imunobiologické
Stadie subcelularnych konjugovanych vakcin na baze faktorov virulentnosti C. albicans,
schopnych indukovat’ v organizme dlhodobt imunologicktl pamét’ a Th1/ Th17 polarizaciu
imunitnej odpovede, Ziadicu v antikandidovej reaktivite hostitel'a. Projekt je originalny v
tom, Ze do navrhovanej subceluldrnej vakciny sa ako sacharidové antigény zabuduju vybrané
manooligoméry s rdznymi poétami manopyranozylovych jednotiek (di-, tetra-, hexa —

a hepta-). Ziskané vysledky by mohli objasnit’ spdsob, ako takyto konjugét moduluje
humorélnu a celuldrnu imunitntd odpoved’ hostitel'a. Tieto poznatky by mohli vyznamnou



V snahe simulovat’ niektoré imunobiologické celularne aktivity in vifro sme niektoré testy
(test bunkovej proliferacie, stimulovana expresia kostimulaénych molekul a i.) overili ex vivo
na bunkovych liniach my8acich makrofagov :Lymphoid mouse macrophage P388.D1 (Clone
3124) a Raw 264.7. Bunkové linie ako in vitro modely pre toxikologické a skriningové
liekové studie predstavuju vhodny systém (Allen DD, Caviedes R, Cardenas AM, Shimahara
T, Segura Aquilar J, Caviedes PA. Cell lines as in vitro models for drug screening and
toxicity studies. Drug Dev Ind Pharm. 2010;31: 757-68.), avak extrapolacia vysledkov
imunobiologickych reaktivit ziskanych in vitro na in vivo redlny stav nie je reprezentativna,
nakol’ko neposkytuje komplexni informaciu o indukovanych zmendach na drovni
imunologicky dolezitych organov, endotelov a epitelov a imunokompetentnych buniek z
hladiska dlhodobych u¢inkov vakcinécie (indukeia protektivnych protilatok, imunologicka
pamét’ a pohotovost’ reagovat’ na restimulaciu infekénym agens).

PoZiadavka obmedzenia po¢tu zvierat (reduction)

Po doslednom zvéZeni a optimalizovani imunizaénych protokolov a metodickych pristupov

a zvazeni o€akavaného vakcina¢ného benefitu a taktieZ na zaklade konzultacie so Statistikom
a na zaklade navrhnutého pouZitia sofistikovanych §tatistickych programov testovania
ziskanych imunologickych a hematologickych vysledkov sme minimalizovali podet zvierat

v jednotlivych skupinach na 10ks. Tento pocet predstavuje najmen$ie mnoZstvo vzhl'adom

k objemu plénovanych imunologickych a hematologickychj analyz a k mnoZstvu ziskaného
biologického materidlu (plnd venézna krv, slezina, lymfatické uzliny). Sutasne tento podet
zaist'uje reprodukovatel'nost’ a validitu experimentu.

Poziadavka zjemnenia (refinement)

Pracu so zvieratmi budu vykonavat’ skiiseni pracovnici (veterinarny lekar a oSetrovatel’ka),
manipulécia bude Setrnd a nevyvoldvajuca stres. Zvieratd budu umiestnené po 10 jedincoch,
tak, aby nedo$lo obmedzeniu ich prirodzeného behavioralneho spravania. Jednotlivé podania
vakciny/imunizaénej davky sa budu aplikované Setrne, budu sa pouZivat’ ImL Micro-Fine
Plus inzulinové striekacky s ihlou (Becton-Dickinson) pre minimalizovanie bolesti.
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NAZOV PROJEKTU

PROTEKCIA HYPERTENZNEHO A ZLYHAVAJUCEHO SRDCA BLOKATOROM IF
KANALU IVABRADINOM: POROVNANIE S ACE-INHIBICIOU A MELATONINOM

PREDKLADATEL PROJEKTU:

CIEL PROJEKTU

Cielom projektu je zistit’ G¢inok inhibitora kanalu IF v sino-atrialnom uzle ivabradinu
na hemodynamicky pretaZené a remodelované srdce (tzv. hypertenzné srdce) pri L-NAME
indukovanej (NO deficitnej) hypertenzii. Spomalenie frekvencie hemodynamicky
pretazeného srdca zlepSuje energeticky metabolizmus myokardu, ¢o sa povazuje za hlavny
patomechanizmus protektivneho pdsobenia ivabradinu. Stcasne si vSak indikécie z literatury,
e ivabradin zéroveni zniZuje odpor proti ktorému srdce pracuje, &im zvySuje minitovy objem.
Je-teda pravdepodobné, Ze nielen redukcia srdcovej frekvencie, ale aj efekt na intrakardialnu a
intravaskularnu hemodynamiku by mohli byt spoluzodpovedné za benefit ivabradinu pri
srdcovom zlyhani. V sulade s predpokladanym pozitivnym efektom na modulaciu
hemodynamiky je moZné predpokladat, e ivabradin by mohol redukovat hypertroficka a
fibrotick® prestavbu hypertenzného srdca. Potencidlny antiremodelalny efekt ivabradinu a
jeho porovnanie s inhibitorom tvorby angiotenzinu I kaptoprilu a pleiotropne pdsobiacim
horménom melatoninom by mohol prispiet nielen k objasneniu protektivneho w€inku
ivabradinu, ale aj k jeho vyuZitiu v lieSbe hypertenzie, hypertrofie avej komory a protekcie
ostatnych periférnych orgénov. Vyuzitie ivabradinu z doteraz dokazane; indikacie srdcového
zlyhdvania by sa tym mohlo posundt’ do oblasti prevencie srdcového zlyhania a pripadne

liedby celej d’alsej plejady kardiovaskularnych ochoreni.
Bez moznosti zotavenia

Zviera nenadobudne vedomie po postupe, ktoré sa vykonavaji v celkovej anestézie.

23



Slabé

Postupy vykonavané na zvieratich pri ktorych je pravdepodobné, Ze v ich ddsledku
budt zvieratd pocitovat’ kratkodobi slabu bolest), utrpenie alebo strach, a postupy, ktoré vo

vyznamnej miere nenarusuji pohodu ani celkovy stav zvierat.

Predpokladané procedury — vaZenie, manipulécia, podavanie lie¢by, ukondenie
experimentu predavkovanim thiopentalu — spadaju do kategorie C podla IACUC (Institutional
Animal Care and Use Committee, http://iacuc.ucsd.edu/policies/Policy26.01.pdf)

Klasifikacie. Su to procediry nespdsobujuce Ziadnu bolest’ &1 napitie alebo ich spdsobuju iba

* kratkodobo a nevyiaduji’i gbﬁiiﬁe anestetika alebo analgézie.

OCAKAVANY PRINOS

Potencialny antiremodelaény efekt ivabradinu a jeho porovnanie s inhibitorom tvorby
angiotenzinu II kaptoprilu a pleiotropne pdsobiacim horménom melatoninom by mohol
prispiet’ nielen k objasneniu protektivneho Geinku ivabradinu, ale aj k jeho vyuZitiu v lieCbe

hypertenzie, hypertrofie Favej komory a protekcie ostatnych periférnych organov.

POCET ZVIERAT

Potkany kmeti — WISTAR — samce 320 jedincov

Projekt nie je nutné spéitne posudzovat’ a bol schvileny v plnom rozsahu etickou

komisiou.
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Netechnické zhrnutie projektu:
Modulicia imunogenicity HA2 imunogénu ako potenciilneho kandidata na pripravu
krizovo-protektivnej chripkovej vakeiny.

Virusy chripky typu A patria medzi najéastejdie sa vyskytujlice patogény v Pudskej populécii
spdsobujuce infekcie respiraéného traktu. Su¢asné vakeiny proti chripke st tizko $pecifické
voli vakcinanym kmeilom aich antigénne pribuznym variantom. Za tG&elom rozsirenia
ucinku tychto vakcin sme sa zamerali na konzervativau &ast hemaglutininu, HA2
glykopolypeptidu ako potencidlneho kandiddta na pripravu chripkovej vakeciny so §ir$im
spektrom U¢inku. Cielom projektu je vyuZitie streptavidinového systému (SA-konstrukty) ako
nového nastroja na dorucenie konzervativnych antigénov bunkdm imunitného systému
a indukciu protektivnej imunity. Dal§im cielom projektu je pripravit’ deleéné varianty HA
s odstrdnenou variabilnou &astou HA asledovat’ ich protektivny potencidl na my$acom
modely in vivo.

PredloZeny projekt pokusu je sti¢astou rie§enia 1 doméceho projektu a je zamerany

na:
1. Testovat’ na Balb/c mySiach vplyv pasivne podanych HA2-3pecifickych
monoklonalnych protilatok na priebeh chripkovej infekcie u Pudi.
2. Testovat’ schopnost’ pripravenych SA-kon$truktov indukovat’

u imunizovanych Balb/c my$i $pecifickt imunitni odpoved’ po dorudeni
chripkového antigénu do dendritovych buniek in vivo.

3. Testovat’ schopnost’ SA fiznych proteinov zvysit' kriZzovo-protektivny
ucinok B-bunkovych epitopov ich doplnenim o konzervativne CD8 T
bunkové epitopy nukleoproteinu. VyuZitim kombinovanej imunizaénej
schémy SA-HA2 + SA-NP; SA-eM2 + SA-NP budeme sledovat’ navodenie
kriZovo-protektivnej imunitnej odpovede so §ir§im spektrom t&inku.

4. Testovat’ ¢i imunizécia s SA-fliiznymi proteinmi prispieva k skor3ej
elimindcii virusu z plic po infekcii my$i virusom chripky.

5. Testovat’ schopnost’ roznych foriem deleénych variantov HA virusu chripky
indukovat’ protektivnu imunitni odpoved

6. Testovat’ sérum ziskané z krvi imunizovanych Balb/c my$i na stanovenie

hladiny HA2-$pecifickych protilatok indukovanych po jednotlivych
imunizaénych davkach.

Odozva organizmu na infekciu virusom chripky najmi ak sa sleduje imunitna
odpoved’, ako aj reakcia organizmu navodend po imunizacii s SA-konstruktami alebo HA
delenymi variantmi my3i je komplexny proces v ktorom je zapojenych mnoZstvo signilnych
drah a podiel'a sa na flom vel'a faktorov. Prave preto sa v tomto pripade ned4 in vivo nahradit’
bunkovymi kultirami. Podl'a zoznamu registra alternativnych metdd z European Centre for

the Validation of Alternative Methods (ecvam.jrc.it/-2k;
ecvam.jrc.it/publication/MAb_statement.pdf;ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.ew/-2k;
http://ec.europa.ew/enterprise/epaa/conf 2006.htm), analyza ¢i  imunizacia  nami

navrhovanymi konS$truktami mé protektivny potencidl ako aj sledovanie priebehu infekcie
u imunizovanych my$i oproti kontrolnej neimunizovanej skupine my$i nie je moZné bez
modelového systému a je nevyhnutné pouzit' vhodny zvieraci model. V tomto pripade je
moZné pouzit’ myS. Vzhl'adom na nevyhnutnost’ pouzitia laboratérnych zvierat sa v projekte
sleduje a uplatiiuje najnovSia legislativa v stvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na



vedecké ucely, ktord uzékonil Furépsky parlament vo forme revidovanej smernice
2010/63/EU o zvieratach pouzivanych na vedecké ugely, ktord nadobudla uginnost 1. Januara
2013, ako aj Nariadenie Vlady Slovenske] republiky zo 14. novembra 2012, ktorym sa
ustanovujti poZiadavky na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké ugely alebo vzdelavacie
iely (Zbierka zakonov & 377/2012) aVyhlagka 436 Ministerstva pddohospodarstva a
rozvoja vidieka Slovenskej republiky zo 14. decembra 2012, ktorou sa ustanovuju
podrobnosti 0 poziadavkach na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké udely alebo
vzdelavacie ugely. Nové pravne predpisy prisne dbaji na dodrziavania pravidiel troch Rs
(replacement, reduction, refinement) (tJ. nahradenie, obmedzenie a zmiernenie testov na
zvieratach), t.j. aby sa minimalizoval podet zvierat pouzivanych na pokusy a aby sa vzdy, ked’
je to mozZné, vyuzivali alternativne metody, aaby sa v pripade ked nie je mozné pouZit
alternativne metody, zlepSili a zjemnili metody v postupoch pri ktorych sa odstrani alebo
obmedzi na najniZ8iu mieru bolest, utrpenie, strach alebo trvalé poskodenie zvierat.

V projektoch sa ako modelovy druh pouziva my$ laboratdrna. Maximalny pocet
zvierat, ktoré sa v pokusoch pouZiji za 4 roky je 1500 ks Balb/c.

V tdajoch o planovanych podtoch zvierat je zahrnuty aj podet potrebny pre
opakovanie niektorych pokusov. 7danlivo vePky podet mysi je planovany na 4 roky a bude sa
robit niekolko rozli¢nych experimentov S cielom testovat rbzne vakcinaéné pristupy
naplanované v predkladanom projekte. Opakovania pokusov sa véak obmedzia na nevyhnutné
minimum a budt slozit' vylucne pre overenie ziskanych vysledkov a objektivne Statistické
vyhodnotenia experimentov.

Laboratorne zvierata buda pocas celého pokusu chovang za ttandardnych podmienok
podPa platnej normy EU, pri¢om sa budu repektovat’ zdkladné etické principy pozadované
pri zaobchadzani s pokusnymi zvieratami. V sulade s 3Rs zésadami sa podas celého pokusu
budtn dodrzovat’ postupy maximalne zjemtiujice pokus. Pre laboratorne mysi budi pocas
pokusov vytvorené dobreé yivotné podmienky, obmedzi sa ich bolest, utrpenie, ako g
pripadna trvald ujma na minimum.

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratim podany pripravok na znizenie bolesti. Ani
v jednom 3tadiu pokusu nebudi mat’ zvieratd obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun
potravy a vody. Na konci experimentov budd zvieratd huménne usmrtene. Ich organy budu
vypreparovane a poslizia na potvrdenie infekcie virusom chripky ana stanovenie hladiny
HA2-§pecifickych protildtok a $pecifickej T bunkovej imunitne] odpovede. Vychédzajuc
z klasifikacie krutosti postupov postupy, ktoré sa buda vykonavat' na zvieratach
v planovanych pokusoch, je mozné zaradit’ do kategorie ,,slabé®.

Kazdodennu starostlivost’ o zvieratd v pokusoch bude vykonavat’ Skoleny personal -
pracovnici pokusneho zariadenia.
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Nazov projektu:

Uloha hepatocytarneho rastového faktora (HGF) pri zlyhani pravej komory u monokrotalinom
indukovanej plucnej hypertenzie

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

Ciel projektu

Cielom pokusu je zistit Ulohu HGF/c-Met kaskédy v rozvoji zlyhania pravej komory
v experimentdlnom modeli plicnej arteridlnej hypertenzie a vztah medzi poskodenou funkciou PK
a expresiou HGF a c-Met v tkanive pravej komory.

Prinos z vykonaného projektu:

Napriek velkej pozornosti zdravotnickeho systému a neustidlemu vyvoju a dostupnosti novych liekov
je lie€ba kardiovaskuldrnych ochoreni oblastou, kde je nadalej potrebné hladanie novych cielov
farmakologického zésahu, aby bolo moZné implementovat do farmakoterapie ucinnejiie
a bezpecnejiie lieiva. Tato vyzva je eite naliehavejsie v pripade zriedkavych kardiovaskularnych
ochoreni, ako je aj plducna artériovd hypertenzia (PAH), ktoré su ¢asto mimo vyskumnych stratégii
sukromného sektora, kedZe navratnost vynaloZenych financii na vyskum je velmi otdzna. V tomto
projekte identifikujeme hepatocytarny rastovy faktor (HGF) a jeho receptor c-Met ako potencidlnych
kandidatov na budice terapeutické ciele, kedZe, ako je zndme z patomechanizmov inych ochoreni,
tato signdlna kaskada ma silné regeneraéné ucinky.

Prinosom projektu bude ziskanie poznatkov o vztahu medzi expresiou HGF a c-Met a zlyhanim pravej
komory u experimentalneho modelu zlyhania pravej komory.

Druhy poutZitych zvierat a ich predbeiné poéty : Potkany, samce rodu Wistar 50 ks
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufité zvierata v rdmci vykondvania projektu:

Ide oexperimenty, kde sa hodnoti vplyv monokrotalinom-indukovanej PAH na funkciu pravej
komory, preto je potrebné vykonat experiment in vivo, teda na celom zvierati. V experimente sa
planuje intraperitonealna aplikacia anestetika (Avertin). Zvieratd mézu pri intraperitonedlnej aplikacii
anestetika pocitovat kratkodobu bolest, ktorda nebude vyznamne narusat pohodu, ani celkovy stav
zvierat. Samotné experimenty zamerané na zistenie funkcie srdca budi vykondvané v hibokej
celkovej anestéze, po ktorej zvieratd nenadobudnu vedomie a budd huméanne utratené. Celkovo sa
ocakdva vyrazné poskodenie funkcie srdca, v zmysle zlyhania pravej komory ajeho prejavov ako



dychavignost, znizenie telesnej hmotnosti a umrtnost na trovni 20-30%. PouZity experimentalny
model rozvija zlyhanie pravej komory postupne v priebehu 4 tyzdiiov. V pripade nahleho zhor3enia
zdravotného stavu budd zvieratd humanne utratené. Z tohto dévodu budi zvieratd denne sledované
a pokial zaéni zvieratd prejavovat klinické symptédmy po3kodenia srdca (dychaviénost, znizenie
telesnej hmotnosti) budd okamzite uvedené do anestézy, pouZité v experimente (bez ohfadu na dobu
trvania experimentu) a utratené tak, aby bolo ich pripadné utrpenie ¢o najviac eliminovane.

Predpokladana uroven krutosti:

strednd

Uplatfiovanie zasad 3R
1. Nahradenie:

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit vplyv PAH na rozvijajuce sa zlyhanie
srdca, nie je moZné pokus vykonat bez pouZitia zvierat a pouZit alternativnu metddu. Pocitacove
simuldcie nie st v tomto pripade vhodnym alternativnym spdsobom, podobne ako kultiry buniek, na
ktorych je nemozné relevantne posudit funkciu srdca ako celku s fiou suvisiace patomechanizmy
a molekuldrne pozadie.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouZity minimélny poget experimentélinych zvierat potrebny pre Statistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Pocet n=15 v skupindch MoCr zahffia moZnu
mortalitu po podavani monokrotalinu, ktora podla literatury predstavuje 25-30 percent, ako aj
pripadnu perioperaénu mortalitu, spojent s invazivnym zakrokom.

3. Zjemnenie:

Vysledky jednotlivych &asti $tidie budu priebezne vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych
neo&akavanych udalosti bude experiment ukonéeny a nasledne predloZeny novy projekt tak, aby sa
znizil podet pouZivanych zvierat. Hemodynamické merania budt realizované u zvierat v celkovej
anestéze, vietky zvierata v prvej aj druhej faze budd humanne utratené oxidom uhligitym.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: 9@ nie



Netechnické zhrnutie projektu fiﬁ%///// ~£,24
Nazov projektu:

Patomechanizmy dysfunkcie pravej komory srdca v podmienkach kombinacie fyzickej aktivity
a podévania testosterdnu u potkanov

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

Ciel projektu

Cielom pokusu je identifikovat zmeny funkcie pravej komory srdca v unikdtnych podmienkach
kombindcie suprafyziologicke] aplikacie testosterénu a dobrovolnej fyzickej aktivity a stanovit ich
suvis s génovou expresiou vapnik regulujicich génov (Cacnalc, Atp2a2 a Ryr2) a izoforiem tazkého
retazca myozinu (Myh6, Myh7 a Myh7b) v tkanive pravej komory.

Prinos z vykonaného projektu:

Do suéasnosti sa pozornost klinického vyskumu, v suvislosti s poskodenim srdca pri zneuzivani
anabolickych steroidov u 3portovcov, sdstredovala primarne na Stidium lavej komory. V postednom
obdobi sa viak dostdva do pozornosti funkcia pravej komory v podmienkach fyzickej aktivity, pretoze
ta, vdaka svojej anatomickej stavbe, je viac nachylnd na zlyhanie a az ndhlu srdcovd smrt pocas
nadmerného pracovného zataZenia. Prinosom predkladaného projekiu bude ziskanie poznatkov
o vztahu funkénych vlastnosti pravej komory a expresiou vapnik regulujdcich génov (Cacnalc, Atp2a2
a Ryr2) a izoforiem tazkého retazca myozinu (Myh6, Myh7 a Myh7b) v tkanive pravej komory.

Druhy poutitych zvierat a ich predbeiné pocty : Potkany, samce rodu Wistar 120 ks
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poutZité zvieratd v rdmci vykondvania projektu:

Ide o experimenty, kde sa hodnoti vplyv kombinacie fyzického cvitenia a uzivanie testosterénu na
funkciu pravej komory, preto je potrebné vykonat experiment in vivo, teda na celom zvierati.
V experimente sa plénuje intraperitonealna aplikdcia anestetika (Avertin) a subkutdnna aplikacia
suspenzie testosteronu (jedenkrat tyzdenne). Zvieratd moZu pri intraperitonedinej aplikacii
anestetika a aj subkutdnnej aplikacii testosterénu pocitovat kratkodobi bolest, ktora nebude
vyznamne narusat pohodu, ani celkovy stav zvierat. Samotné experimenty zamerané na zistenie
funkcie srdca budi vykonavané v hlbokej celkovej anestéze, po ktorej zvieratd nenadobudnu
vedomie a budd humanne utratené. Celkovo sa neocakdva vyrazné poskodenie funkcie srdca, v
zmysle zlyhania srdca, anipritomnost Ziadnych klinickych symptémov. Napriek nizkemu riziku
morbidity, v pripade nahleho zhor3enia zdravotného stavu budu zvieratd humanne utratené.



Predpokladana tiroven krutosti:

slaba

Uplatriovanie zdsad 3R
1. Nahradenie:

Nakoiko ide oexperimenty, vktorych sa bude hodnotit vplyv kombinacie fyzickej aktivity a
systémového podania testosterénu na funkciu srdca, nie je mozné pokus vykonat bez pouZitia zvierat
a pouzit alternativnu metddu. Pocitacové simuldcie nie st vtomto pripade vhodnym alternativnym
sposobom, podobne ako kultiry buniek, na ktorych je nemozné relevantne postidit funkciu srdca ako
celku a ani efekt fyzickej aktivity organizmu.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouzity minimalny pocet experimentalnych zvierat potrebny pre Statistické

vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu (vid' ¢ast Zdévodnenie poctu pouzitych zvierat
v pokuse).

3. Zjemnenie:

Vysledky jednotlivych Easti $tudie budu priebezne vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych
neofakéavanych udalosti bude experiment ukonceny a nasledne predloZeny novy projekt tak, aby sa
znizil pocet pouzivanych zvierat.

Projekt bude podliehat opidtovnému schvalovaniu:  dno hie



Priloha2 1281 //74 -2/

Netechnické zhrnutie projektu: Experimentilna infekcia laboratérnych zvierat virusmi
| chripky deficientnymi v posttranslaénych modifikacidch (ubiquitinicia a sumoylacia)
vybranych proteinov a respiraénymi bakteriami Strepfoccoccus pneumoniae

Virusy chripky typu A patria medzi naj¢astejsie sa vyskytujuce patogény v 'udskej populdcii.
Castd zmena antigénnej Struktiry (antigénny drift) a vznik novych rekombinantnych kmetiov
pomocou reasortmentu medzi dvomi cirkulujticimi virusmi (antigénny shift) znemoZiuju
pripravu univerzalnej vakciny a vhodnych antivirusovych latok. Preto sa vyvijaju nové
stratégie, ktoré by Specificky interagovali s replikdciou virusov chripky. Ako intracelularny
parazit vyuZiva virus biosynteticky aparat ~bunky. Poznanie a pochopenie toho, ako virus
chripky zneuZiva vo svoj prospech uvedené mechanizmy, umozZni uréit’ vhodne protivirusové
ciele, &o zapadd do snahy o vyvoj novych stratégii v boji proti tomuto ochoreniu. Nedavne
vyskumy naznaluju, Ze vztah medzi primo virusovou a sekundéarnou bakteridlnou infekciou
je ovela zloZiteji a dochadza k vzajomnej synergif infekcii. Preto odhalenie faktorov, ktoré
napomadhaju tomuto biologickému fenoménu je mimoriadne doleZite.

PredloZeny projekt pokusu je siast'ou rie$enia doméceho projektu a je zamerany na:

1. Testovat’ na Balb/c myS$iach zmeny v letalite virusu chripky ako dosledok

| posttranslaénych mutacii.

2. Testovat’ na Balb/c zmeny kinetiky infekcie virusu chripky ako dosledok

| posttranslaénych mutécii.

3. Testovat’ na Balb/c myS8iach zmeny vo vzdjomnom potencovani virusovej

I a bakterialnej infekcie ako ddsledok posttranslaénych mutdcii virusu
chripky.

4. Testovat’ na Balb/c my8iach zmenu v protilatkovej odpovedi po infekeii
mutantnymi virusmi chripky.

5. Testovat’ na Balb/c zmeny v cytokinovej odpovedi po infekcii mutantnymi
virusmi chripky.

6. Testovat’ na Balb/c my8$iach vplyv inhibitorov ubiquitinacie a sumoylécie na
virusovu infekciu.

7. Testovat’ ba C57B6 mysiach zmeny v bunkovej imunitnej odpovedi
(cytotoxickej odpovedi) po infekeii virusu chripky vplyvom postranslaénych
mutacii.

| 8. Moréacie krvinky pouZit’ na urenie pritomnosti virusov b-v biologickych
vzorkach.

Odozva organizmu na infekciu virusom chripky a jeho mutantov, najmé ak sa sleduje

| imunitnd odpoved, ako aj reakcia organizmu na inhibitory posttransla¢nych modifikacii je
komplexny proces, na ktorom sa podiela vela faktorov a préve preto sa v tomto pripade neda
in vivo nahradit’ bunkovymi kultiirami. Moréatd doméce potrebujeme ako zdroj erytrocytov,
pomocou ktorych sa stanovuje hemaglutinaény titer virusu chripky ako aj pritomnost’ virusu
chripky vo vzorke. Na hemaglutinatné titre je mozné pouZit' kohitie erytrocyty, ale
v stiéasnosti neméme na naSom ustave podmienky pre chov kohiita. Podl'a zoznamu registra
alternativnych metéd z European Centre for the Validation of Alternative Methods
(ecvam.jrc.it/-2k; ecvam.jrc.it/publication/MAb_statement.pdf; ecvam-
dbalm.jrc.ec.europa.eu/-2k;  http://ec.europa.eu/enterprise/epaa/conf 2006.htm),  analyza
patogenézy infekcie spdsobenej testovanymi virusmi nie je mozna bez modelového systému a
je nevyhnutné pouZit vhodny zvieraci model. V tomto pripade je moZné pouZit' mys.
VzhPadom na nevyhnutnost’ pouZitia laboratérnych zvierat sa v projekte sleduje a uplatiiuje




najnovsia legislativa v suvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na vedecké ucely, ktort
uzakonil Burépsky parlament vo forme revidovanej smernice 2010/63/EU o zvieratich
pouZivanych na vedecké ugely, ktora nadobudla t¢innost’ 1. Janudra 2013, ako aj Nariadenie
Vlady Slovenskej republiky zo 14. novembra 2012, ktorym sa ustanovuji poZiadavky na
ochranu zvierat pouZivanych na vedecké udely alebo vzdelavacie tcely (Zbierka zdkonov €.
377/2012) a Vyhlaska 436 Ministerstva pddohospodéarstva a rozvoja vidieka Slovenske;
republiky zo 14. decembra 2012, ktorou sa ustanovuju podrobnosti o poziadavkach na
ochranu zvierat pouZivanych na vedecké ucely alebo vzdeldvacie Ucely. Nové pravne
predpisy prisne dbaju na dodrZiavania pravidiel troch Rs (replacement, reduction, refinement)
(tj. nahradenie, obmedzenie a zmiernenie testov na zvieratach), t.j. aby sa minimalizoval
podet zvierat pouZivanych na pokusy a aby sa vzdy, ked’ je to moZné, vyuZivali alternativne
metddy, a aby sa v pripade ked’ nie je moZné pouZit’ alternativne metody, zlepSili a zjemnili
metédy v postupoch pri ktorych sa odstrani alebo obmedzi na najniZSiu mieru bolest’,
utrpenie, strach alebo trvalé poskodenie zvierat.

V projektoch sa ako modelovy druh pouZiva my§ laboratérna. Maximalny podlet
zvierat, ktoré sa v pokusoch pouZiji za 4 roky je 1500 ks Balb/c, 500 ks C57B6 mysi
(samicky) a 3ks morgiat domacich. PouZitie dvoch kmefiov mysi je zddvodneny tym, Ze na
identifikdciu cytotoxicity vo¢i PB1-F2 si C57B6 mys$i vzhladom na svoj MHC haplotyp
vhodnej$im modelom ako Balb/c mysi.

V adajoch o planovanych poétoch zvierat je zahrnuty aj pocet potrebny pre
opakovanie niektorych pokusov. Zdanlivo velky podet my$i je pldnovany na 4 roky.
Opakovania pokusov sa viak obmedzia na nevyhnutné minimum a budu sluzit’ vylucne pre
overenie spornych vysledkov a objektivne §tatistické vyhodnotenia experimentov.

Laboratdrne zvierata budu poéas celého pokusu chované za Standardnych podmienok
podl'a platnej normy EU, priGom sa budi re§pektovat’ zékladné etické principy poZadované
pri zaobchadzani s pokusnymi zvieratami. V sulade s 3Rs zdsadami sa pocas celého pokusu
budi dodrZovat’ postupy maximalne zjemijujice pokus. Pre laboratorne mySi budu pocas
pokusov vytvorené dobré Zivotné podmienky, obmedzi sa ich bolest, utrpenie, ako aj
pripadn4 trvala ujma na minimum. Nakol'ko sa krv z morského prasiatka v narkéze ziskava
odobratim zo srdca a odoberu sa 2 ml krvi, zviera preZiva a nejavi zndmky discomfortu.

Alymova, I. V., Samarasinghe, A., Vogel, P., Green, A. M., Weinlich, R., and McCullers, J.
A. (2014). A Novel Cytotoxic Sequence Contributes to Influenza A Viral Protein PB1-
F2 Pathogenicity and Predisposition to Secondary Bacterial Infection. J Virol 88(1),
503-15.

Huber, V. C. (2012). Can surveillance of the influenza virus PB1-F2 gene be used to predict
the severity of secondary bacterial infections? Virulence 3(6), 523-4.

Kosik, I., Holly, J., and Russ, G. (2013). PB1-F2 expedition from the whole protein through
the domain to aa residue function. Acta Virol 57(2), 138-48.
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B., Delmas, B., Escriou, N., and Le Goffic, R. (2013). Kinetic characterization of
PB1-F2-mediated immunopathology during highly pathogenic avian H5N1 influenza
virus infection. PLoS One 8(3), €57894.
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enhances the pathogenesis of viral and secondary bacterial pneumonia. Cell Host
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(2013). SUMOylation affects the interferon blocking activity of the influenza A
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modulates the assembly and morphogenesis of influenza A virus. J Virol 85(13),
6618-28.

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratdm podany pripravok na zniZenie bolesti.

Ani v jednom §tadiu pokusu nebudu mat’ zvieratd obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun
potravy a vody. Na konci experimentov budu zvieratd huméanne usmrtené. Ich organy budi
vypreparované a posliiZia na potvrdenie infekcie virusom chripky a na stanovenie hladiny
interferénov a d’al8ich sledovanych proteinov.

Vychadzajuc z klasifikdcie krutosti postupov postupy, ktoré sa budt vykondvat’ na
zvieratach v planovanych pokusoch, je moZné zaradit’ do kategdrie ,,slabé*.

KaZdodenn starostlivost’ o zvieratd v pokusoch bude vykonavat’ §koleny personl -
pracovnici pokusného zariadenia.
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Priloha €. 1

Vzor na vyplnenie netechnického zhrnutia projektu: AA,wﬁ\\R - N.N %

Nézov projektu: Mechanizmy tginku probiotickych laktobacilov a potravinovych substancii naturaineho
povadu v prevencii ulcerdznej kolitidy.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Klagové slova v projekte { max 5 slov): dextran sulfatu sodného, kolitida, zapal, probiotikum,
prebiotikum

Uéel projektu’: Zakladny vyskum
Translagny alebo aplikovany vyskum
Regulatné 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

Vysokogkolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich daidieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny OEel projektu, uvedie sa aky

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

Ciel projektu: ziskat poznatky o preventivnom Ucinku L. plantarum L§/07 a prebiotika inulinu
obohateného o oligofruktézu na animalnom modeli chemicky indukovanej kolitidy {akutna aj
chronicka forma). Probioticky kmefi Lactobacillus plantarum LS/07, ktory chceme v experimente
aplikovat, e$te nebol pouZity v animdlnom experimente na modeli ulcerdznej kolitidy. Suplementécia
krmiva inulinom v predchédzajiicom experimente na naSom pracovisku na modeli kolorektéalneho
karcinému preukazala vhodnost jeho vyuZitia na moduldciu metabolicke] aktivity traviaceho trakiu,
ako aj chemopreventivneho prostriedku. PGsobenim spominaného prebiotika v krmive do3lo

k inhibicii prozapalovych cytokinov a k stimulécii protizapalovych cytokinov. Na zéklade uvedenych
skutoénosti chceme overit U€inok inulinu aj v prevencii akatnej a chronickej kolitidy (na animalnom
modeli).

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

Poznatky ziskané rieSenim projektu prispejd k overeniu preventivneho Gcinku probiotického kmefia a
prebiotika pri ulcerdznej kolitide. Probioticky kmefi L. plantarum LS/07 potom mdZe byt vyuZity pri
vyvoji novych a Giéinnych preventivnych pripravkov tohto ochorenia, kioré umoinia zvysit
fyziologicku funkénost biologickych bariér traviaceho traktu a zvy3it protektivne mechanizmy
organizmu v prevencii chronickych zapalovych ochoreni Ereva. V klinickej praxi mdZu tieto pripravky
napomact k dosiahnutiu remisie (zmiernenie priznakov ochorenia) a k udrZaniu remisie, resp.

zabraneniu opétovného relapsu ochorenia.

Druhy pousitych zvierat a ich predbeZné potty: laboratérny potkan, Sprague-Dawley, 56 kusov,
samce

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

V projekte bude vyvoland kolitida prostrednictvom DSS (dextran sulfétu sodného); dasledy podavania
, ubytok hmotnosti zvierat.

DSS: hnacka, krvdcanie z rekta, krv v sto

Predpokiadand droveii krutosti: strednd

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouitia zvierat v projekte, zdévodnenie preto sa nemdze pouZit alternativna metdda
bez poutitia zvierat)

Na zéklade literarneho prehfadu identické experimenty metodicky zostavené as nami vybratymi
létkami neboli realizované.

Existuji alternativne metody, ktoré viak nie si plnohodnotné aneméiu nahradit jedinetnost

a individualitu ¥ivého organizmu. Animélne modely sd nevyhnutné na potvrdenie vysledkov O€innosti
pripravkov in vitro a pre potreby naslednej aplikdcie tychto pripravkov v klinickej praxi.

Vyutitie zvieracich modelov vyznamne napomaha v pochopeni Ginku probiotik a naturalnych latok
a tiez pri vyvaji novych preventivnych a lie€ebnych postupov a naslednom vyuZiti u fudi.

Animalny model DSS-indukovanej kolitidy najlepsie demonitruje podobnost s ulceréznou kolitidou
u fudi.



2. Redukcia poctu zvierat:

(zddvodnenie poufitia uréeného pottu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouzil minimélny moiny polet zvierat)

Pri riedenf a zostaveni pokusov je venovand maximalna pozornost modernym trendom starostlivosti
a ochrany zvierat, menovite 3R (reduction — minimalizicia, obmedzenie pottu zvierat optimalnym
usporiadanim pokusov, refinement — minimalizacia, zjemnenie utrpenia zvierat, a replacement —
nahradenie klasickych metdd alternativnymi modeimi a modelmi in vitro).

Planovany podet zvierat zohladfiuje 1 zo zdsad 3R. Polet zvierat zaradenych do pokusu bol urleny
podla vztahu: n 2 2 (z.s/dY, kde s = rozptyl, d = #iadana odchylka {v %), z = 5% povolend hladina
spolahlivosti, n = pocet zvierat.

3. Zjemnenie:

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

V experimente budi pouZité laboratérne potkany Sprague-Dawley pochadzajdce z vlastného chovu
z Laboratdria vyskumnych biomodelov LF UPJS, ktoré ma schvdlenie na chov len laboratdrnych
potkanov kmefia Wistar a Sprague-Dawley.

Zvieratd budd umiestnené v transparentnych vaniciach z PVC, budi mat tak zabezpeceny zrakovy, ale
aj zvukovy kontakt, nebudd Gplne izolované.

Projekt bude podliehat op&dtovnému schvalovaniu: ano i

]



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu A10- / % - vZZ’/ 6

Nazov projektu:
Priprava novych transgénnych modelov pre Alzheimerovu chorobu a pribuzné tauopatie

Podrobny tcel postupu:

Alzheimerova choroba, rovnako ako vela d’aldich neurodegeneralnych ochoreni, sa spaja s
akumul4ciou abnormaélnej formy proteinov v centrdlnej nervovej sustave, kiora spdsobuje
degeneraciu a nésledntt dysfunkciu neurénov. PodFa sudasnych Statistik trpi Alzheimerovou
chorobou 24 miliénov I'udi a kazdy rok sa toto &islo zvagsi o 4,5 miliéna novych pripadov. Podla
predpokladov poéet pacientov do roku 2040 stipne celosvetovo v priemere o 200 percent. Suc¢asné
lieGebné postupy spoéivaju najmé v symptomatickej a podpornej terapii aviak terapia kauzalna
zatial' neexistuje. Coraz &astejdie sa pri hl'adani novych lie¢iv vyuZzivajii animilne modely. Su
sucastou rozsiahleho predklinického testovania novych lie¢iv, prifom prave animalne modely
prinadaji cenné poznatky tykajuce sa davkovania, mechanizmu Uéinku ¢&i farmakokinetiky
testovaného lie¢iva. Najviac pouZivané modelové systémy su geneticky modifikované zvierata,
ktoré zrkadlia znaky I'udského ochorenia.

PredloZeny projekt méa ambicie pripravit’ nové relevantné animalne modely, ktoré by zohladiiovali
zékladné érty Alzheimerovej choroby. S vyuZitim virusovych nosi¢ov budeme schopni aplikovat’
vybrané gény do citlivych oblasti mozgu. V3etky zvieratd budu testované v réznych behaviordlnych
testoch (Catwalk, Phenotyper, Morrisovo vodné bludisko), po ich ukon¢eni budd uvedené do
hlbokej anestézie, odoberie sa im mozgovo-miechové tekutina a krv a ndsledne budi humanne
usmrtené pomocou dekapiticie. Mozgové tkaniva a mozgovo-miechova tekutina budii pouZité pre
proteomické a histopatologické analyzy. Animalne modely mdZu perspektivne slizit’ na testovanie
infeké&nosti tau proteinu izolovaného z mozgu pacientov s DAT.

Projekt prebehne v niekolkych &iastkovych experimentoch:
. GFP/AAV konstrukt na overenie miesta podania.
Celkom 2x5 samcov, 2x5 samic = 20 potkanov

. Skrateny tau protein typ A/AAV = kortex.
Celkom 4x5 samcov, 4x5 samic = 40 potkanov

. Skrateny tau protein typ A /AAV = hipokampus.
Celkom 4x5 samcov, 4x5 samcov = 40 potkanov

. Skrateny tau protein typ B/AAV = kortex.
Celkom 4x5 samcov, 4x5 samic = 40 potkanov

. Skrateny tau protein typ B /AAV = hipokampus.
Celkom 4x5 samcov, 4x5 samcov = 40 potkanov

. Skrateny tau protein typ C/AAV = kortex.
Celkom 4x5 samcov, 4x5 samic = 40 potkanov

. Skrateny tau protein typ C /AAV = hipokampus.
Celkom 4x5 samcov, 4x5 samcov = 40 potkanov

Celkom bude pouzitych 130 transgénnych samic a 130 transgénnych samcov vo veku pribliZne 8
tyZdriov.

Vybrané gény koéduju skratené formy tau proteinu, ktoré boli identifikované v mozgu pacientov s
DAT.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse
Animélne modely st cennym zdrojom novych poznatkov pre §tidium patogeneézy Alzheimerovej
choroby. Casto sa pouZivaju na predklinické testovanie novych lie¢iv alebo na hl'adanie novych
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biologickych markerov pre diagnostiku. Ako animalne modely sa najéastejiie pouzivaju geneticky
modifikované zvieratd. Pripravuji sa bud’ klasickym spdsobom mikroinjektaze alebo inymi
transgénnymi technolégiami. Iny spdsob pripravy animalnych modelov je aplikdcia génov lokdlne
do citlivych oblasti mozgu. Na rozdiel od klasickych transgénnych zvierat je tento spdsob pripravy
animéalnych modelov d’aleko jednoduchsi a Setri celkovy pocet zvierat potrebnych pre experiment
(napr. donorky a recipientky nie st potrebné pre produkciu modelov). Vd'aka tomuto pristupu
uetrime pomerne velké mnoZstvo laboratornych potkanov. Pokusy su navrthnuté v sulade s
legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu

Viazenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuliciou. Bolest’
Ziadna. Trvanie 1-2 minuty.

Kritkodoba fixdcia Standardns metéda. Kratkodoby mierny stres sposobeny

a intraperitonealna manipuliciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30

injekcia anestetik sekiund.

Operacny zakrok Nastrihnutie koZe na hlave (1cm rana), vyvitanie malého

v celkovej anestézii otvoru do lebky (1mm), zoSitie rany. Po-operaéna bolest’ bude
utlmen4a analgetikami

Odber krvi z chvosta Standardn4 metéda. Zviera sa seduje s podanim polovi¢nej

davky anestetik na utlmenie bolesti. Kratkodoby mierny stres
sposobeny manipuliciou a obmedzenim pohybu. Bolest’
strednd. Trvanie 1 minttu.

Odber mozgovo- Zviera sa uvedie do celkovej anestézie. Nastrihne sa koZe

miechovej tekutiny v oblasti krénej chrbtice. Zavedie sa ihla do cisterna magna
a odoberie sa max. 100ul CSF. Nisledne sa zviera hum:inne
usmrti.

Behavioralne Zvierata budu testované v roznych bludiskach. Ziadne

testovanie (Morrisovo bolestivé ikony na nich nebudit vykonavané.

vodné bludisko,
phenotzper, open field)

Zohl’adnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulicii so zvieratami sa budd dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude
saobchadzat humanne a nebude sa im vyvijat prebytoény stres. Zvieratd su chované v
podmienkach vyhovujicich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukeia: Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v ¢o najvyssej moZnej miere a zarovefi
zabezpedujuci §tatistickt relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie: Vzhladom na komplexnost dejov odohravajicich sa v Pudskom mozgu, sucasnd
troveti vedeckého poznania neumoZfiuje nahradit’ poznatky ziskangé z tkaniva animalnych modelov
za tie, ktoré pochadzaji z in vitro experimentov.

Zasada nahraditel’nosti zvierat
Pre hPadanie alternativnej metddy sme pouZili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metod (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nena3li Ziadnu alternativnu
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metodu, ktort by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Pri¢ina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostiva neznama. Nadalej sa patra po
mechanizme ochorenia a po jednotlivych molekulovych drahach, ktoré by boli zapojené
v patogenéze ochorenia. V tomto ohlade sa Coraz viac vyuZzivaju animalne modely, pretoze ich
variabilita je d’aleko men§ia, ako to vidime v udskej populécii. Zvieratd v danom experimente
nebudu vystavené utrpeniu, vSetky odbery tkaniv sa uskuto¢nia v hlbokej anestézii, a po odbere
budu zvieratd huméanne usmrtené. Vysledky ziskané z planovaného experimentu moZu vyznamne
napomdct’ k pochopeniu molekulovych zmien odohravajtcich sa v mozgu pacientov s DAT.

Zaciatok pokusu je planovany na 20.2.2014 a bude sa realizovat’ po¢as nasledujicich troch rokov,
do 31.12.2016.

Zvieratad nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projekta — 77 0‘7/'/ 4~227 o

Nazov projektu:
Infekéné formy tau proteinu v I'udskych tauopatiach.

Podrobny tcel postupu:

Cielom predkladaného projektu je identifikovat’ jednotlivé kmene infekénych foriem patologicky
pozmeneného proteinu tau, ktoré si zodpovedné za §irenie neurofibrilarnej patologie v mozgu
pacientov postihnutych neurodegeneraénymi tauopatiami. Ked'Ze patologicky pozmeneny protein
tau je tvoreny stovkami rdéznych kmeiov, z ktorych pravdepodobne len niektoré disponuju
infekénymi vlastnostami, je nevyhnutné identifikovat’ prave tie, ktoré sa dokaZu §irit’ v mozgu a v
tomto procese navodzovat’ neurofibrilarne zmeny. Tieto poznatky je mozné ziskat’ po vpraveni
presne ocharakterizovanych kmetiov proteinu tau do mozgu experimentalnych potkanov a sledovat’
Sirenie jednotlivych kmenov v animalnom modeli.

Patologicky modifikované formy tau proteinu budu vyizolované z mozgového kmena potkanov
linie SHR72 (linia exprimujuca patologicky skrateny protein tau so Styrmi opakujicimi sa
sekvenciami) a z mozgovej kory potkanov linie SHR24 (linia exprimujtca patologicky skrateny
protein tau s troma opakujicimi sa sekvenciami). Vzorky mozgového tkaniva uréeného pre izolaciu
proteinu tau budi ziskané z jedincov, ktori dosiahli termindlne §tddium a boli vyradeni z chovu.
Odber sa uskuto¢ni uvedenim zvierat do hlbokej anestézie a naslednou dekapitaciou. Pre ucely
projektu planujeme d’alej pouZit' mozgové tkanivo pacientov postihnutych Alzheimerovou
chorobou (AD) a d’alimi tauopatiami (Pickovou chorobou PiD a Progresivnou supranukledrnou
obrnou PSP). Ludské izolaty budii nésledne rozfrakcionované na niekolko kmetiov na zaklade
velkosti. Takto pripravené formy proteinu tau buda vpravené do mozgovej kory potkanov linii
SHR72, SHR24 a SHR, ked'Ze je silny predpoklad, Ze r6zne kmene maju v jednotlivych linidch
rozdielny potencidl vyvolat’ §irenie neurofibrilarnej patoldgie. Aplikécie budu vykonané s pouZitim
stereotaktického aparatu. Tato metoda je v na§om laboratériu zabehnutd a vykonava ju zaSkoleny
persondl. Popis operacie: Pred operaciou budu zvieratd uvedené do hlbokej anestézie kombinaciou
anestetik Zoletyl 100mg/ml (Tiletamine, Zolazepam), 30mg/kg hmotnosti zvierata a Xylariem
20mg/ml (Xylazine), 10mg/kg hmotnosti zvierata v pomere 3:5, ktoré budi podané
intraperitonealne. Intraperitonedlne podanie anestetik je beZne pouZivana metdda, ktord je u
hlodavcov uprednostiiovana pred intravenéznym podanim kvoli Pah3ej a rychlejSej manipulacii so
zvieratami a zaroveli zabezpeuje rychly nastup ucinku. Po tom, o sa uistime, Ze je zviera v
hlbokej anestézii, bude pripevnené do stereotaktického aparatu vdaka ktorému sme schopny presne
uréit’ miesto podania. Polas celej operacie a po nej budu zvierata udrZiavané pri teplote 37°C, aby
nedoslo k ich podchladeniu. Zvieratdam najprv nastrihneme koZu na hlave (lcm rana), aby sme
odkryli lebku, potom podla presne uréenych koordinatov vyvitame maly otvoru do lebky (1mm).
Samotnd aplikacia patologicky pozmenenych proteinov tau bude prebiehat’ €o najpomalSie,
maximalne 0,5 pl/min. Podavat’ budeme 2 pl do jednnej hemisféry, aby sme zabezpecili dostatoéné
mnoZstvo podavanej latky a zaroverti nebola jej koncentracia prili§ vysoka. Po aplikécii nechdme
ihlu v mozgu este d’al§ich 5 - 8 minut, aby sme zabranili vyte¢eniu poddvaného materidlu von a
potom ju pomaly a opatrneme vytiahneme. Poslednym krokom operacie je zoSitie rany a jej
dezinfekcia, aby sme zabranili nechcenej infekeii. Pooperaénu bolest’ budeme tlmit’ analgetikami.
Zdravotny stav zvierat budeme sledovat’ kazdy deii.

Apliké4cie prebehnti v niekolkych kolach. V prvom budu priblizne 8 tyzdiiové samice SHR72
rozdelené do troch skupin, prvej skupine bude podany patologicky pozmeneny protein tau
izolovany z SHR72, druhej z SHR24 a tretia skupina bude kontrolnd, samiciam bude podany
extrakt izolovany z netransgénnej linie SHR. V druhom kole bude rovnakym spdsobom vyuZita
linia SHR24. V dalsich experimentoch bude protein tau pred aplikaciou do SHR72 inkubovany s
protilitkami DC8E8 a DC1G6, aby sme zistili, ¢i je mozné Sireniu takymto spésobom zabranit’.
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Patologicky pozmeney protein tau bude tieZ podany linii SHR, aby sme zistili, ¢i je schopny
vyvolat’ §irenie aj v netransgénnych potkanoch. V d’alSich kolach sa zameriame na experimenty, pri
ktorych budu priblizne 8 tyZdiiovym samiciam SHR72 vpravené do mozgovej kory r6zne kmene
patologicky pozmeného proteinu tau, ktoré boli izolované z pacientov postihnutych tauopatiami.

V druhej ¢asti projektu sa planujeme zamerat’ na popisanie tlohy imunitného systému a trovne
neurozapalu v Sireni neurofibrilarnej patologie v mozgu. Potkany SHR72 budu vystavené ucinku
lipopolysacharidu gram negativnych baktérii (LPS), ktory u€inkuje ako induktor silnej imunitnej
odpovede a ma prozapalové uinky alebo naopak, prostrednictvom nesteroidnych antiflogistik
(NSAID) bude imunitna odpoved’ zvierat potlatend. Tymto zvieratim budu nasledne do mozgovej
kéry vpravené infekéné formy proteinu tau izolované z SHR72 a jeden kmen z mozgu pacientov s
Alzheimerovou chorobou, u ktorého bola v predchadzajicom experimente dokdzand najvécsia
infekénost’ a schopnost’ §irit’ sa do ostatnych casti mozgu.

Mozgové tkanivo experimentdlnych zvierat bude wuréené pre histopatologické analyzy,
prostrednictvom ktorych identifikujeme kmene s infekénymi vlastnostami a potencidlom vyvolat’
Sirenie neurofibrilarnej degeneracie v jednotlivych linidch. Po dosiahnuti termindlneho alebo iného
predom uréeného veku, budu vSetky zvieratd usmrcované v celkovej anestézii, do ktorej budu
uvedené kombinaciou anestetik Zoletyl 100mg/ml (Tiletamine, Zolazepam), 30mg/kg hmotnosti
zvierata a Xylariem 20mg/ml (Xylazine), 10mg/kg hmotnosti zvierata v pomere 3:5 a nésledne
vykoname perfuziu s roztokom PBS a so 4% paraformaldehydom. Popis perfuzie a odberu mozgu:
Po uisteni sa, Ze zvierata boli uvedené do hlbokej anestézie, budli pripevnené na podlozku.
Zvieratdm otvorime hrudnd dutinu, prestrihneme usko pravej predsiene a priSkrtime brusnt aortu.
Do lavej komory okamzite zavedieme ihlu, ktorou bude do tela potkana prudit’ roztok PBS s
heparinom (10 IU/ml) po dobou jednej minuty (10 ml roztoku). Po jednej mintte vymenime roztok
PBS za 4% paraformaldehyd, ktory bude do tela praditt 7 minat. Perfuzia so 4%
paraformaldehydom nam zabezpeéi preciznu fixaciu tkaniva. Po prebehnuti perfiizie budu zvierata
dekapitované a opatrne im vyberieme mozog. Odber mozgovo-miechovej tekutiny prebehne tieZ v
celkovej anestézii. Zvieratd upevnime do stereotaktického apardtu a hlavu polohujeme do 45° uhla.
Nastrihneme koZu a svaly v oblasti krénej chrbtice a opatrne zavedieme ihlu do cisterna magna.
Odoberat’ planujeme maximélne 100 pl mozgovo-miechovej tekutiny. Po odbere vSetky zvierata
sperfundujeme a usmrtime.

Projekt prebehne v niekolkych &iastkovych experimentoch:
Kontrola na overenie miesta podania.

5 samic SHR.

Izol4t z linie SHR72

15 samic SHR72, 10 samic SHR24, 10 samic SHR, 10 samic SHR72 vystavenychn LPS, 10 samic
SHR72 vystavenych NSAID = 55 potkanov

Izolat z linie SHR24

10 samic SHR72, 20 samic SHR24 = 30 potkanov

Kontrolny extrakt z linie SHR

15 samic SHR72, 20 samic SHR24, 10 samic SHR = 45 potkanov
Izol4t z linie SHR72 inkubovany s protilatkami DC8E8 a DC1G6
25 samic SHR72

Fluorescenéne znadeny izolat z linie SHR72

8 samic SHR72

Izolat z pacientov s AD — tri r6zne frakcie

3 x 10 samic SHR72, 10 samic SHR72 vystavenych LPS, 10 samic SHR72 vystavenych NSAID
= 50 potkanov

Izol4t z pacientov s PiD — tri rbzne frakcie

3 x 10 samic SHR72 = 30 potkanov

Izolat z pacientov s PSP — tri rozne frakcie

3 x 10 samic SHR72 = 30 potkanov
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Kontrolny izolat zo zdravych pacientov

10 samic SHR72 po vystaveni zvierat LPS
Kontrolny izolét zo zdravych pacientov

10 samic SHR72 po vystaveni zvierat NSAID

Celkom bude pouzitych 298 potkanov, vo veku priblizne 8 tyZdnov. Z toho transgénnych 273
a netransgénnych 25. VSetky pouZité zvierata budu samice.

Opodstatnenost’ pokusu a pouzitie zvierat v pokuse

Zamerom predkladaného projektu je identifikovat’ a charakterizovat’ infekéné formy proteinu tau
v biologickych systémoch. Patologicky pozmeneny protein tau je tvoreny stovkami rdznych
kmenov, zktorych su pravdepodobne infekéné a schopné §irenia neurofibrilarnej patoldégie len
niektoré, preto je nevyhnutné identifikovat’ prave tieto formy. Ked’Ze progres neurodegeneracnych
zmien prebiehajucich v mozgu pacientov postihnutych niektorou z tauopatii, ako aj ziskanie
kompletnej imunitnej odpovede mozgu na podnet akym je pritomnost’ infekénych foriem proteinu
tau nie je mozné simulovat’ v podmienkach in vitro, animalne modely pre nds ostavaju aj nad’alej
jedinou moZnou variantou schopnou poskytnit’ tdaje, ktoré sa v o najvdcSe] miere priblizuju
procesom odohravajucim sa vmozgu pacientov. Jednotlivé formy proteinu tau budi
ocharakterizované a vpravené do mozgovej kory experimentalnych potkanov. Takymto spdsobom
identifikujeme kmene, ktoré s schopné infikovat’ neurdny a Sirit’ sa v mozgu.

Manipulicia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu

Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest’
Ziadna. Trvanie 1-2 miniity.

Kratkodoba fixacia Standardni metéda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny

a intraperitonealna manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30

injekcia anestetik sekind.

Operacny zakrok Nastrihnutie koZe na hlave (1cm rana), vyvitanie malého

v celkovej anestézii otvoru do lebky (1Imm), zoSitie rany. Po-operacna bolest’ bude
utlmena analgetikami

Odber mozgovo- Zviera sa uvedie do celkovej anestézie. Nastrihne sa koZe

miechovej tekutiny v oblasti krénej chrbtice. Zavedie sa ihla do cisterna magna
a odoberie sa max. 100ul CSF. Nasledne sa zviera humanne
usmrti.

Zjemenie:

Pri manipulacii so zvieratami sa budi dodrziavat' interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’ humanne a v najvacSej moznej miere sa budeme snazit’ eliminovat’ stres, pretoZe stres
neziaduco ovplyviiuje experiment. Starostlivost’ zabezpeéi jedna osoba, na ktort si zvieratd zvykli.
Podet zvierat v nddobe zohladfiuje normy dané zdkonom, potkany su chované v poéte 5 zvierat na
chovnu nadobu, aby sme zabezpeéili socidlne interakcie medzi zvieratami. Zvieratd si chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam. Operacia prebehne
v celkovej anestéze, po jej ukongeni budd zvieratdm podévané analgetikd na tiSenie bolesti, odber
mozgovo-miechovej tekutiny, perfliizia sroztokom PBS a 4% paraformaldehydom a dekapitacia
prebehnu v celkovej anestéze.

Redukeia:

(%)
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Navrhovany pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvys§ej moznej miere a zarovenl zabezpecujici
Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie:

Sucasna uroveri vedeckého poznania nam neumoziuje sledovat’ Sirenie infekénych foriem proteinu
tau vin vitro podmienkach azaroveri ziskat' relevantné vysledky v Co najvicSe] miere
odzrkadlujuce deje prebiehajiice v mozgu pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou alebo inou
pribuznou tauopatiou. Animdlny model je tiezZ nevyhnutny aj pre d’alSie pokusy, kde po aplikacii
proteinu tau do mozgu budeme sledovat’ vplyv imunitného systému a Grovne neurozapalu na Sirenia
neurofibrilarnych zmien v mozgu, o nie je mozné v in vitro systémoch. Z legislativneho hl'adiska
nie je mozné dany experiment vykondvat’ na humannych pacientoch.

Zasada nahraditel’nosti zvierat

Pre hl'adanie alternativnej metédy sme pouZili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metod (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu
metddu, ktorti by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Pri¢ina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostdva neznama. Na pochopenie kompletne;j
patogenézy tychto neurodegeneraénych ochoreni je nevyhnutné pochopit’ kompletnt kaskadu dejov
a ich spustacov. Je zname, Ze neurofibrilarna patoloégia sa §iri v mozgu pacientov v asovo
a anatomicky definovanych sekvencidch, avSak konkrétne kmene patologicky pozmeneného
proteinu tau zodpovedné za infekéné vlastnosti a schopnosti §irenia neboli doposial’ identifikované
a charakterizované. Predpokladany prinos projektu zahifia identifikdciu kmefiov s infekénymi
vlastnostami a schopnostou $irenia v mozgu pacientov s Alzheimerovou chorobou a niektorou
z pribuznych tauopatii (Pickova choroba a progresivna supranukledrna obrna) atieZ popisanie
vplyvu tUrovne neurozdpalu na S§irenie neurofibrilarnej patologie. Pocas vSetkych wkonov
eliminujeme stres a utrpenie zvierat, t.z. vSetky tkony na zvieratach, ako odber mozgovo-miechovej
tekutiny, intracerebralna injektaZ a perfuzia, budi prebiehat’ v uplnej anestézii a po prebrati
z anestézie im budi podavané anestetikd, preto prinos tohoto projektu d’aleko prevy3uje mieru
utrpenia experimentalnych zvierat.

Zadiatok pokusu je planovany na 20.2.2014 a bude sa realizovat’ po€as nasledujucich troch rokov,
do 31.12.2016.

Zvierata nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné posudenie (podl’a Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu 7 104 / 7. 4 - o? 4

Nazov projektu:
Testovanie U€innosti protilatok na animalnych modeloch pre Alzheimerovu chorobu
Podrobny el postupu:

Alzheimerova choroba, rovnako ako vela d’al§ich neurodegeneracnych ochoreni, sa spdja s
akumuldciou abnormalnej formy proteinov v centrdlnej nervovej sustave, ktorda spdsobuje
degeneraciu a nasledni dysfunkciu neurénov. Podla sucasnych Statistik trpi Alzheimerovou
chorobou 24 miliénov I'udi a kazdy rok sa toto ¢islo zva€si o 4,5 miliéna novych pripadov. Podla
predpokladov pocet pacientov do roku 2040 stipne celosvetovo v priemere o 200 percent. Sucasné
lieebné postupy spoéivajii najmi v symptomatickej a podpornej terapii avsak terapia kauzélna
zatial’ neexistuje. Aj preto sa v stcasnosti hl'adaji nové spdsoby terapie, ktoré by dokazali
ovplyvnit’ molekularne zmeny veduce k prepuknutiu ochorenia.

PredloZeny projekt ma za ulohu testovat’ G€innost’ protilatok v podmienkach in vivo. Zvieratdm
budil aplikované intraperitonedlne protilatky s cielom potlacit’ neurodegeneraéné zmeny v
centralnej nervovej ststave. Po ukonceni experimentu, zvieratam odoberieme krv z oéného splavu,
humdanne usmrtime a odoberieme vzorky mozgu na biochemické a imunohistochemické vySetrenie.
Pre$tudovali sme vSetky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoznili nahradit’ zvieratd za
bunkové systémy. Komplexnost’ sledovanych molekularnych procesov si vSak vyzaduje pouzit
cicav¢i model. Pokusy st navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa
vztahujii na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Testovanie schopnosti protilatok terapeuticky ovplyvnit neurodegeneraéné zmmney v centrélnej
nervovej sustave animalnych modelov pre Alzheimerovu chorobu nie je moZné vykonat’ na
bunkovych kultirach, kedZe in vitro systémy mnie st schopné vytvorit plni formu
neurodegeneraénych zmien. Vzhl'adom na skutoénost’, Ze v st¢asnosti nie je dovolené tieto metody
skiimat’ na Pudskych pacientoch bez predchddzajiceho otestovania na zvieratdch, je pouZitie
animéalnych modelov nevyhnutné.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu

Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres sposobeny manipulaciou. Bolest’ Ziadna.
Trvanie 1-2 minity.

Kratkodoba fixacia Standardnd metéda. Kritkodoby mierny stres spdsobeny

a intraperitonealna manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 1

injekcia mimitu.

(1x v za tyZden)

Odber krvi Standardna metéda. Zviera sa fixuje za koZni riasu na krku. Poda

(retroorbitalny plexus) sa polovi¢na davka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihu ako je
zviera sedované sa sklenena kapilira jemne zasunie pod o¢ni gul’u
a krazivym pohybom sa mierne naruSi retroorbitilny plexus.
Kritkodoby mierny stres spésobeny manipuliciou a obmedzenim
pohybu. Bolest’ stredna. Trvanie 1 minttu.
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ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budd dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat
huméanne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Zvieratd st chované v podmienkach
vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukcia:

Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$Sej moZnej miere a zaroven zabezpecujuci
Statisticktl relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Stanoveny podet zvierat sa opiera o naSe
predchadzajice experimenty na potkanoch. Ukézalo sa, Ze pocet zvierat v skupine mensi ako 15 nie
je dostato¢ne §tatisticky relevantny, ked'Ze aj u transgénnych zvierat sa vyskytuje variabilita dana
mierou expresie transgénneho proteinu.

Nahradenie:

Sti¢asna troveil vedeckého poznania neumoziiuje testovat’ protilatky v in vitro podmienkach. Z
legislativneho hladiska nie je mozné dany experiment vykonavat priamo na huménnych
pacientoch, bez predchadzajiceho otestovania na laboratdérnych zvieratach.

Zvieratd nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu ani kumulativnemu téinku.
Projekt nevyZaduje spatné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudd vystavené utrpeniu, vSetky odbery tkaniv sa uskutocnia
v hibokej anestézii, a po odbere budil zvierata huméanne usmrtené. Odber, krvi trva len pér sekind
a vykondva sa na sedovanych zvieratach. Intraperitoneélna aplikécia trva niekol’ko sekund. Zvierata
dostavaji nizke davky netoxickych protilatok, ktoré nespdsobuju Ziadnu nebezpeéntl imunitnu
odpoved’, ktorda by viedla k poSkodeniu organizmu. Ziskané informécie z predkladaného
experimentu vyznamne napomdZu pochopit’ mechanizmus §irenia neurofibrildrnej degenerécie a jej
pripadného zastavenia prostrednictvom imunitnej odpovede.

Zatiatok pokusu je planovany na 20.2.2014 a bude sa realizovat’ pocas nasledujtcich troch rokov,
do 31.12.2016.

Zvieratd nebudii vystavené opédtovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje sp4tné postdenie (podl'a Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu

Nézov projektu: 4707 / 19—2324¢.
Budovanie mozgovej banky tkaniv transgénnych modelov pre Alzheimerovu chorobu
Podrobny tcel postupu:

Alzheimerova choroba, rovnako ako vel'a d’alsich neurodegeneraénych ochoreni, sa spéja s
akumulaciou abnormalnej formy proteinov v centralnej nervovej sustave, ktora spdsobuje
degeneraciu a naslednt dysfunkciu neurdnov. Podl'a su¢asnych Statistik trpi Alzheimerovou
chorobou 24 miliénov l'udi a kazdy rok sa toto ¢islo zvacsi o 4,5 miliéna novych pripadov. Podl'a
predpokladov podet pacientov do roku 2040 stiipne celosvetovo v priemere o 200 percent. Sicasné
liecebné postupy spocivaji najmé v symptomatickej a podpornej terapii avsak terapia kauzalna
zatial’ neexistuje. Aj preto sa v ostatnom Case hl'adaji nové terapeutické ciele, ktoré s zapojené v
patogenéze ochorenia. Zdrojom novych poznatkov st predovsetkym mozgové tkaniva z 'ndského
mozgu ako aj z mozgu animalnych modelov.

Predlozeny projekt si kladie za svoj ciel’ zbierat’ mozgové tkaniva zo vSetkych transgénnych a
kontrolnych zvierat, ktoré boli siiastou inych experimentov, alebo boli vyradené z chovu. Zvierata
budi testované v réznych behavioralnych testoch (Catwalk, Phenotyper), po ich ukonéeni budu
uvedené do hlbokej anestézie, odoberie sa im mozgovo-miechové tekutina a krv a nasledne budu
huméanne usmrtené pomocou dekapitacie, alebo pomocou perfuzie. Mozgové tkaniva a mozgovo-
miechova tekutina budu sltzit’ pre proteomické, metabolomické a transkriptomické analyzy.
Vysledky tychto analyz mdzu viest' k identifikacii novych terapeutickych ciel'ov a biologickych
markerov.

Opodstatnenost’ pokusu a poulZitie zvierat v pokuse

Informéacie ziskané z Pudského mozgového tkaniva maji Casto obmedzenu vypovedni hodnotu
vzhladom na velmi vysoku heterogenitu Pudskej populacie. Aj preto sa Coraz viac vyuZivaju
animalne modely, kde je heterogenita vyznamne redukovand, o zvySuje pravdepodobnost
objavenia novych &lenov kaskady chorobnych zmien. Pre tieto ufely budeme vyuZivat vietky
zvieratd, ktoré st uréené na vyradenie z chovu, alebo tie, ktoré boli sucast’ou iného experimentu,
ktory nevyuzival mozgové tkanivo pre d’alsie analyzy. Vd'aka tomuto pristupu uSetrime pomerne
velké mnozstvo laboratérnych potkanov. Pokusy st navrhnuté v sulade s legislativnymi a etickymi
normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Manipulicia so zvieratami:

Charakteristika | Vplyv na zviera
postupu ;
Vizenie zvierat Kratkodoby mierny stres sposobeny manipuldciou. Bolest’

ziadna. Trvanie 1-2 minuty.

Kratkodoba fixdcia Standardns metéda. Kratkodoby mierny stres spésobeny
a subkutanna injekcia manipuliciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30
anestetik sekind.
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ZohPadnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipuldcii so zvieratami sa budii dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’ huméanne a nebude sa im vyvijat prebytoény stres. Zvieratd su chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukcia: V danom experimente budeme vyuZivat' zvierata vyradené z chovu, ¢im redukujeme
mnoZstvo experimentalnych zvierat, ktoré by bolo potrebné pre ucely experimentu zv1ast’ odchovat’.
Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost’ dejov odohravajucich sa v Pudskom mozgu, sucasna
urovetl vedeckého poznania neumoziiuje nahradit’ poznatky ziskané z tkaniva animalnych
modeloch za tie, ktoré pochadzaji z in vitro experimentov.

Zvierata nebudi vystavené opdtovnému pouZzitiu ani kumulativnemu ucinku.
Projekt nevyZaduje spétné postudenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Pri¢ina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostdva neznama. Nad’alej sa pétra po
mechanizme ochorenia a po jednotlivych molekulovych drdhach, ktoré by boli zapojené
v patogenéze ochorenia. V tomto ohl'ade sa Coraz viac vyuZivaji animdlne modely, pretoZe ich
variabilita je d’aleko mens$ia, ako to vidime v I'udskej populécii. Zvierata v danom experimente
nebudd vystavené utrpeniu, vSetky odbery tkaniv sa uskuto¢nia v hlbokej anestézii, a po odbere
budi zvieratd huménne usmrtené.

Zatiatok pokusu je planovany na 20.2.2014 a bude sa realizovat’ pocas nasledujuicich dvoch rokov,
do 31.12.2016.

Zvierata nebudu vystavené opatovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spitné posudenie (podla Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Uloha &revnej mikroflory v patogenéze aterosklerdzy a kolorektalneho
karcinomu a moznosti jej modulacie v ich prevencii

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu:

Klicové slova v projekte { max 5 slov):

&revna mikrofldra, patogenéza, aterosklerdza, kolorektalny karciném, probiotika
Uéel projektu”: Zakladny vyskum

Translagny alebo aplikovany vyskum s ciefom 3tddia tlohy Erevnej mikroflory
v patogenéze aterosklerézy a kolorektdineho karcinému a moZnosti jej moduldcie probiotickymi
mikroorganizmami Lactobacillus plantarum LS/07

Regulagné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare [udi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysoko3kolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie koldnif geneticky zmenenych zvierat bez ich daliieho pouZivania
v postupoch

Opisat ciele projektu:

Hlavnym ciefom predioZeného projektu je ziskanie novych poznatkov o Glohe érevnej mikroflory

v regulacii protektivnych mechanizmov organizmu a jej vplyvu na bunkové a molekulové 3mn:m:.~3<
v patogenéze aterosklerdzy a kolorektaineho karcinému a moznosti jej moduldcie v prevencii oboch
chorbb vyuzitim probiotického kmea Lactobacillus plantarum LS/07.

Ziskané poznatky prispejl k zefektivneniu prevencie a terapie nadorovych a srdcovo-cievnych
chordb a mozu vyznamne napomdct pri zniZeni zdravotnych rizik v désledku chronickych chordb.

Prinos z vykonaného projektu

Ziskanie novych poznatkov o llohe ma<:m_. mikrofléry v regulécii

protektivnych mechanizmov organizmu a jej vplyvu na bunkové a molekulové an:m:_N3<
v patogenéze aterosklerdzy a kolorektalneho karcinému a moznosti jej modul
chorob.

Druhy poutitych zvierat a ich predbeiné pocty:
Laboratorny potkan, plemeno Sprague-Dawley, samce 120 kusov
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poutité zvierata v rdmci vykondavania projektu:

PouZité zvierata v experimente budi usmrtené v hibokej anestéze a biologicky material — trus, krv
budd pouZité na stanovenie parametrov metabolického profilu.

Tkanivo a organy budd pouZité pre pripravu histologickych preparatov za iéelom presnejisj
diagnostiky ochorenia resp. poskodenia organov.

Predpokladana uroveri krutosti:
slabd
Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Na dosiahnutie vytyéenych cielov je nutny experiment ,in vivo" , kedZe ide o Ulohu érevnej mikrofiéry
v patogenéze aterosklerozy a kolorektalneho karcinému, alternativne metddy na riesenie tohto
komplexného problému nie st vhodné. Je mozné len uvazovat o dizajne §tidie, pripadne pous
experimentalnych zvierat .

2. Redukcia poctu zvierat:

Pocet zvierat sme vyrazne znizili az na 120 kusov aj s potencialnym rizikom nenaplnenie vietkych
cielov projektu pre malé mnoZstvo biologického materialu. Mame len jednu kontroln( skupinu ku trom
chorobnym jednotkam, ktoré skimame : dysbioza, ateroskleroza a kolorektalny karciném a dalsie
skupiny, ktoré sledujd ich vzéjomné ovplyviiovanie, ako aj preventivnu tlohu probiotika

3. Zjemnenie:

Laberatérny potkan je vhodny na takyto typ experimentu, lebo nie st problémy s jeho reprodukciou,
na zaklade literarnych Udajov vieme, Ze plemeno Sprague ~ Dawley je vhodnejsie na sledovanie
pidového metabolizmu. Pri realizacii experimentov sme minimalizovali stres zvolenim vhodnych
postupov a zabezpecdenim pohady pre zvierata v stlade s prevadzkovym poriadkom akreditovaného

pracoviska, kde sa experiment realizuje.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: ano

=}
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Posudenia novej povrchovej tpravy $tepov uréenych na pouZitie pri fistuldch na rendlnu
dialyzu

- Podrobny opis ciel’a pokusu a vychodiskova situicia projektu:

Opakované pichanie vény vedie k jazveniu a neskor moZe spOsobit’ nenapravitelné
poskodenie cievy takého stupiia, Ze ju nie je moZné d’alej na tento uéel pouZivat’. Postupom
¢asu sa kazdy cievny pristup takymto spésobom znehodnoti.

Aby bolo mo#né predizit’ Zivotnost dialyza¢ného pristupu, je moZné umiestnit’ synteticky
PTFE ,,loop® Step na (obvykle) predlaktie pacienta so zlyhanymi obli¢kami. Komplikécie
spojené s vpichovanim do takychto $tepov st spojené najmi s tym, ze PTFE §tepy nemajti
schopnost’ uzavriet' miesto vpichu tiplne a dostatoéne rychlo, ¢o vedie k tvobe hematému
okolo Stepu, €o nasledne podnecuje infekciu, mbze viest k zlyhaniu cievneho pristupu

a zhorSuje celkovi morbiditu pacienta. V minulosti bolo publikovanych viacero pokusov

o vytvorenie cievneho Stepu, ktory by sa sém uzatvéral po vpichu, av§ak s nedostatoénym
uspechom.

Zakladny materiél je per-fluoro-elastomér, ktory dokéZeme vyrobit’ bud’ do pevného, alebo
mikro-pér / mikro — celuldrneho formétu pomocou patentovanych technik spracovania

v zavislosti od zamy$laného spésobu aplikacie. DokdZeme na$ material aplikovat’ ako non-
delaminaény povlak na akykolvek PTFE substrat.

Per - fluér - elastoméry st triedou materiglov, ktoré si uplne fluérované a preto majt
chemicky / biochemicky profil reaktivity nerozoznatelny od PTFE , alebo ePTFE . Jediny
podstatny rozdiel sa tyka ich elastomérovych fyzikélnych vlastnosti. Pre "samo — uzatvaraci®
(samo-tesniaci) povlak pouZivame mikro — celularny formét navrhnuty $pecidlne tak, aby sa
znizilo krvécanie z operaéného rezu a najmi po-vpichové krvacanie. Podiatotné fyzikalne
testovanie preukdzalo zniZenie tiniku tekutiny z miesta po vpichu o viac ako 80 % (pri 120
mm Hg hydrostatickom tlaku).

Tym, Ze sme naSu novi povrchovii Gipravu aplikovali na najCastejsie pouzivany a beZne
dostupny ePTFE , vytvorili sme zariadenie, kde povrch v kontakte s krvou je material
schvaleny a bezne pouZivany na tento tidel a zaroves, vd'aka novej povrchovej prave,
signifikantne zniZujeme &as krvacania po vpichu ihly, ktoré byva spojené s komplikaciami
ako hemat6ém, pseudoaneuryzma, preddasné trombéza, atd’. a ktoré by inak vyzadovali
rieSenie prostrednictvom chirurgického zakroku."

épecifické ciele projektu:

1) Hlavnym cielom projektu je dokazat’, 7e vdaka novej povrchovej tprave sa &as krvacania
po vpichu do umelého PTFE cievneho $tepu vyznamne skrti v porovnani so Stepom bez tejto
Upravy. Vietky ostatné informacie o komplikaciach (najma krvécanie) spominam preto, aby
bolo zjavné, predo je tak ddleZité minimalizovat’ &as krvacania.

2) prediZif Zivotnost dialyzadného pristupu

3) zabréanit’ tvorbe hematému okolo Stepu, o nasledne podnecuje infekciu, mdZe viest’
k zlyhaniu cievneho pristupu a zhorsuje celkova morbidita pacienta.



Pocet a typ zvierat, ktoré sa v projekte pouZija:
Prasa domace 7 ks hmot. 30-35 kg

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Redukcia poétu zvierat:

Minimalny pocet zvierat, ktoré su v projekte pouZité zodpoveda najniZ8iemu poctu zvierat
potrebnych aby sa dal uvedeny projekt vyhodnotit a jeho vysledky pouZit' v humanne;j
medicine

VylepSenie a zjemnenie podmienok pokusu:

V zaujme vylepsit' a zjemnit’ podmienky zvierat v pokuse budeme zvierats pred operaénym
zakrokom premedikovat’ a pocas operaného zakroku drzat’ v celkovej anestéze, po skondeni
budi zvieratd pod lekdrskym dozorom, v pripade potreby bude podavany inj. Tramal. Po
skonéeni projektu budd zvieratd huménne utratené predavkovanim anestetika

Nahrada:

Alternativny test, ktory by nahradil test na zvierati nie je moZny, nakolko pre spravnu
funkciu nového testovaného materidlu je potrebné zachovanie vietkych fyziologickych
procesov v Zivom organizme.

Klasifgikacia krutosti:

Opis vzniknutej ujmy na zvieratich (doplnenie netechnického zhrnutia projektu)

Pocas realizacie projektu budi na zvieratdch vykondvané postupy zaradené podra klasifikacie
krutosti postupov v stilade s Prilohou &. 4 k Nariadeniu vlady &. 377/2012 Z. z. nasledovne:

f) Per os a i.m opdéavanie lickov acilpirin , heparin, slabé postupy

g) i.m. podavanie pemedikacie Stresnil, diazepam : slabé postupy

h)im. podévanie anestézie ketamin xylazin: slabé postupy

1) opera¢ny zékrok: stredné postupy

J) post operatné podavanie ATB, a analgetik i.m. : slabé postupy

S -loc'z‘#m“ /005 i Lo - i
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Netechnické zhrnutie projektu: Experimentdlna infekcia BALB/c my# delednymi
mutantami mySacieho herpetického virusu MHV-68, ktoré majt deléciu virus-§pecifickych
génov M1-M4

My$aci herpeticky virus (MHV) sa celosvetovo pouZiva ako model pre §tidium humannych
onkogénnych virusov — virusu Epsteina a Barrovej (EBV) a virusu asociovaného s Kaposiho
sarkémom (KSHV), nakolko priame pouZitie tychto virusov vin vitro ain vivo
experimentoch je limitované vzhl'adom na ich $pecifikd, ako aj obmedzeny podet hostitelov.
Detailné poznanie mechanizmov navodzovania a udrZiavania latencie virusu v hostitel'skom
organizme, ako a mechanizmov podielajucich sa na transformaénom procese, pomdze
pribliZit’ sa k vyvoju u€innej vakciny vodi vyssie spomenutym Pudskym virusom.

PredloZeny projekt pokusu je si¢astou rieSenia domaceho vyskumného projektu
(VEGA) a je zamerany na:

1/ zistovanie vplyvu delécif jednotlivych virus-Specifickych génov u MHV (ktoré st
lokalizovanej v tej Casti genomu, kde sa uEBV a KSHV vyskytujti gény zodpovedné za
navodenie a udrzanie latencie a za onkogénny potencidl danych virusov) — vplyv na priebeh
akutnej a chronickej fazy infekcie, navodzovanie latencie, vznik nddorov;

2/ zistovanie disemindcie virusu v priebehu akiitnej aj chronickej fazy infekeie do
jednotlivych organov hostitel'a metoédou in vivo imagingu — &o bude umoZnené pritomnostou
luciferazovej kazety v gendme mutantnych virusov.

Sledovanie vplyvu jednotlivych virus-§pecifickych génov na imunologické
a patogenetické charakteristiky infekcie nie je moZné na in vitro systémoch. Aby bolo moZné
zistit, ako delécia ur¢itého génu ovplyvni priebeh infekcie, imunitnii odpoved’ hostitela
a pripadny vznik nadorov, musime zvolit’ sledovanie na in vivo modeloch — v tomto pripade
laboratornych mysiach.

Vzhladom na nevyhnutnost’ pouZitia laboratornych zvierat sa v projekte sleduje
a uplatfiuje najnovia legislativa v stvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na vedecké
G&ely, ktort uzdkonil Eurdpsky parlament vo forme revidovanej smernice 2010/63/EU o
zvieratach pouZivanych na vedecké Gigely, ktord nadobudla G&innost’ 1. janudra 2013, ako aj
Nariadenie Vlady Slovenskej republiky ¢. 377/2012 Z. z. zo 14. novembra 2012, ktorym sa
ustanovuju poziadavky na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké téely alebo vzdelavacie
ucely a Vyhlaska & 436/2012 Z. z. Ministerstva pddohospodérstva a rozvoja vidieka
Slovenskej republiky zo 14. decembra 2012, ktorou sa ustanovujii podrobnosti o
poziadavkach na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké ugely alebo vzdelavacie ucely.
Nové pravne predpisy prisne dbaju na dodrZiavania pravidiel troch Rs (replacement,
reduction, refinement) (tj. nahradenie, obmedzenie a zjemnenie/zmiernenie testov na
zvieratach), t.j. aby sa minimalizoval podet zvierat pouZivanych na pokusy a aby sa vzdy, ked’
je to mozné, vyuZivali alternativne metddy, aaby sa v pripade ked’ nie je moZné pouzit’
alternativne metody, zlepsili a zjemnili metddy v postupoch, pri ktorych sa odstrani alebo
obmedzi na najniZ§iu mieru bolest’, utrpenie, strach alebo trvalé poskodenie zvierat.

V projekte sa ako modelovy druh pouZiva my§ laboratérna. Maximalny podet zvierat,
ktoré sa v pokusoch pouZijii za 18 mesiacov, je 250 ks Balb/c my&i (samicky). Tento kmeii
mySi sa vybral na zéklade predchadzajucich experimentov realizovanych na nafom
pracovisku, ako aj na zéklade pokusov vykonanych na mnohych zahrani¢nych pracoviskéch
(ide o inbrédnu liniu, ktorej pouzitie zabezpeduje §tandardizované vysledky, je dobre vnimava



na infekeiu, avSak s minimalnou alebo Ziadnou mortalitou a my$ ako také je velmi pribuznd
prirodzenym hostitel'om MHV — Myodes glareolus a Apodemus flavicollis).

V  udajoch o planovanych poétoch zvierat je zahrnuty aj poet potrebny pre
opakovanie niektorych pokusov. Opakovania pokusov sa v3ak obmedzia na nevyhnutné
minimum a budd sluzit’ vyluéne pre overenie spornych vysledkov a objektivne Statistické
vyhodnotenia experimentov.

Laboratérne zvieratd budu pocas celého pokusu chované za §tandardnych podmienok
podla platnej normy EU, pricom sa buda re$pektovat” zdkladné etické principy pozadované
pri zaobchéadzani s pokusnymi zvieratami. V stlade s 3Rs zdsadami sa poéas celého pokusu
budi dodrZovat’ postupy maximélne zjemiiujiice pokus. Pre laboratérne mysi buda pocas
pokusov vytvorené dobré Zivotné podmienky, obmedzi sa ich bolest, utrpenie, ako aj
pripadnd trvald ujmu na minimum. Na zéklade predchadzajtcich in vivo experimentov, ako aj
informacii z dostupnej domdcej izahraninej literatiry, infekcia mySacim herpetickym
virusom nebude pre my$i vyrazne zat'azujlica a olakdvana mortalita v ddsledku infekcie bude
minimalna, prip. Ziadna.

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratdim podany pripravok na zniZenie bolesti
(buprenorfin alebo ketoprofen podla odporuGaného davkovania na zaklade hmotnosti
zvierata). Polas celého trvania experimentov budu mat’ zvieratd moZnost pohyb, dostatok
potravy a vody. Na konei ¢iastkovych experimentov (ako aj celého pokusu) budt zvieratd
huménne usmutené. Ich organy budd vypreparované abudd vySetrované na
pritomnost’/nepritomnost’ infekéného virusu avirusovej DNA, ¢o ndm pomdZe rozirit
poznatky o vplyve jednotlivych virus-$pecifickych génov mna diseminiciu virusu
v hostiteI'skom organizme a navodenie a udrZiavanie latencie v jednotlivych organoch.

Vychadzajic z klasifikdcie krutosti postupov, postupy, ktoré sa budi vykonavat na
zvieratach v planovanych pokusoch, je mozné zaradit’ do kategorie ,,slabé” aZ ,,stredné®. Tu
sme vychéadzali z Prilohy 4 Nariadenia vlady ¢. 377/2012 Z. z., kde v prikladoch 16znych
druhov postupov zaradenych do jednotlivych kategorii st v kategériach ,,slabé“ a , stredné*
popisané rovnakeé, prip. podobné postupy, ktoré budeme vykonavat’ aj my. Prikladom: oddiel
I, 1. a, ¢, f, g 2. d. Na zaklade predchadzajucich experimentov, ako aj vedomosti
0 vlastnostiach mySacieho herpetického virus nepredpokladdme vznik nadorov, ktory je
popisany v €asti 3. e. V pripade vzniku naddorov budi zvieratd okamzite humdanne usmrtené.

BezZnu, kazdodennu starostlivost’ o zvieratd v experimentoch bude vykonéavat $koleny
persondl, tzn. pracovnici pokusného zariadenia.

Nakolko st pokusy planované v ramci predlozeného projektu ¢asovo obmedzené na
trvanie vyskumnych tloh, nie je potrebné jeho spétné postdenie.
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Nazov projektu:

Vytvorenie a validacia nového HDM modelu alergického zapalu dychacich ciest
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: EK 1427/2013

Klucové slova v projekte (max 5 slov):

Roztole, HDM, alergicka rinitida, astma

Uéel projektu™: projekt sa vykonava za Ucelom translacného alebo aplikovaného vyskumu,
s cielom zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo lie¢by chordb, poskodenia
zdravia alebo inych neprirodzenych stavov &loveka, zvierat alebo rastlin
alebo ich Ucinkov na ludi, zvierata alebo rastliny

Ciele projektu:

Ciele projektu st stanovené nasledovne:

o Ciel 1: Vytvorenie HDM modelu alergického zdpalu; verifikicia poZadovanych zmien
v organizme mor¢iat po podanim HDM
o stanovenim koncentracie interleukinu 5 a3 (IL-5 all-13) acytokinu CCL2o
v periférnej krvi, bronchoalveolarnej lavazi, nazalnej lavaZi a homogenizate tkaniva
o odberom tkaniva na histologické (eozinofilny zapal) aimunohistochemické
(proteiny tight junctions — occludin a claudin-1) vy3etrenie

o Ciel'2: Nasledna validacia novovytvoreného modelu sledovanim odpovede mor¢iat v
o skin prick testoch s HDM
o reaktivite dychacich ciest in vivo podlia Pennocka
o nazalnych provokacnych testoch
o vysetreni kaslovej reaktivity



Prinos z vykonaného projektu

Vyskum fyzioldgie respiraného systému a ochoreni dychacich ciest a plic prispieva k
lepsiemu pochopeniu patomechanizmu ochoreni a je zdrojom novych Udajov s potencionalnou
klinickou aplikaciou. Véa&iina novych poznatkov v oblasti vyskumu obrannych reflexov dychacich
ciest bola ziskana pomocou modelu umortiat, nakolko neurofyzioldgia a neurofarmakoldgia
kaslového reflexu sprostredkovana vyluéne blidivym nervom mé velmi podobné vlastnosti ako u
morciat tak aj uludi je mozna potencidlne Uspedna translacia vysledkov vyskumu na morcati na
fyzioldgiu a farmakoldgiu kasla u ludi.

Modely pouZité na Stddium patologickych procesov vdychacich cestach — a konkrétne
modulaciu kasla v patologickych podmienkach - pouZivaji pasivnu senzibilizaciu ovalbuminom —
proteinom vajeného bielka, ktory v uréitych aspektoch nekopiruje dostatoéne mechanizmus,
priebeh a dosledky senzibilizacie dychacieho systému u ludi. .

Roztoce (angl. house dust mites, HDM), najmé druhy Dermatophagoides pteronyssius a
Dermatophagoides farinae predstavuju jeden z najcastejSich respiraénych celoroénych alergénov u
ludi, avéak modely vyuzivajice HDM si pouzivané v ovela mengej miere ako modely s vyuZitim
ovalbuminu pravdepodobne zdévodu jednoduchsej interpretécie vysledkov pri monovalente;
senzibilizacii ovalbuminom. HDM a jeho st¢asti — Strukturalne proteiny roztolov, ich fekalne pelety,
chitin, endotoxin, huby aich antigény — predstavuji polyvalentni akomplexnd senzibilizaciu
imunitného systému na rdznych liniach imunitnej odpovede organizmu s rozvojom symptémov
a znakov predovsetkym v dychacom systéme.

Cielom projektu je vytvorit a validovat model alergického zapalu dychacich ciest s pouZitim
HDM a nasledné Studium mechanizmov periférne] plasticity kaslového reflexu v HDM navodenej
hypersenzitivite dychacich ciest. Predpokladame, Ze senzibiliziciou dosiahneme poskodenie tight
junctions medzi epitelovymi bunkami — nakolko HDM ¢astice sU zndme svojou protedzovou
aktivitou — a ziskame moznost vyvolavat kasel nizsimi koncentraciami tusigénov, ne? je tomu
v modeli, ktory momentalne pouzivame. Predpokladame, Ze tento model bude relevantnejsi pre
vystihnutie konceptu  ,hypersenzitivity® dychacich ciest. Hlavnou Ulohou validacie takto
vytvoreneho modelu je vyssia aplikovatelnost vysledkov ziskanych pomocou tohto modelu vo
vyskume kaslového reflexu u fudi.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:

Na celd dobu trvania projektu a na dosiahnutie stanovenych cielov projektu je celkovy planovany
pocet zvierat 96 jedincov, samcov, Dunkin Hartley.

In vitro: tieto metodické postupy sU spolocné tak pre kvantitativne stanovenie jednotlivych
cytokinov v periférnej krvi, vbronchoalveolarnej anosovej lavazi ako pre histologické, resp.
imunohistochemické vysetrenie tkaniva

Etické aspekty: Zvieratd budi usmrtené predavkovanim anestetika (uretanu) intraperitonealine,
a tkaniva, ktoré sa budl odoberat na jednotlivé vysetrenia budy odobrané z ich tiel post mortem.



In vivo: tieto metodické postupy sa budy vykonavat u bdelych moréiat — senzibilizacia, skin prick
test, nazalne provokacné testy a kaslové testy (popisané nizgie).

Etické aspekty: pokusy na bdelych zvieratach nespdsobuju zvieratdm dyskomfort, pripadne stres,
nakolko zvierata s na experimentalne podmienky vopred adaptované.

Senzibilizacia zvierat

Zvierata budu senzibilizované inhalaciou aerosélu antigénov roztodov s uréenou koncentréciou po
dobu 5 minUt denne v priebehu 14 dni. Pred zaciatkom senzibilizacie budu zvierata adaptované na
laboratorne podmienky, personal apriebeh senzibilizacie inhalaciou sterilného pufrovaného
fyziologického roztoku po dobu 5 minit — tato adaptacia prebehne minimalne dvakrat.

Skin prick test

Skin prick test bude slUZit na overenie Uspesnosti senzibilizécie. Kvapka roztoku alergénu roztocov
(15 pmol/mL) sa kvapne na koZu zvierata a v mieste aplikacie sa vykona vpich hlboky 1 a% 2 mm do
koze pomocou lancety — pozitivna reakcia sa prejavi zalervenanim a opuchom miesta vpichu.

Nazalne provokaéné testy

Kvapka antigénu roztolov (15 pmol/mL) sa aplikuje zvieratu intranazilne — v pripade
senzibilizovaného zvierata vyvola priznaky alergického zépalu - rinokonjunktivitidy — sekréciu (z
nosa a spojoviek), zvukoveé fenomény, svrbenie a predovsetkym opuch sliznice hornych dychacich
ciest, ktory sposobi obmedzenie prietoku.

Priznaky alergického zapalu sa objavia takmer ihned po aplikacii - priznaky su hodnotené na stupnici
od o do 6 podla nasledovnej tabulky, ktora bola vyvinuta a validovana na nasom pracovisku:

o 1 2

Spojovky Bez zmeny Zaslzené odi Viditelhé slzenie

Nosova sekrécia Bez sekrécie Mierna sekrécia Odkvapkavanie
sekrétu

Nosové zvukoveé Bez zvukovych Fenomény pocutelné | Fenomény pocutelné

fenomény prejavov z dialky

Vysetrenie kaslovej reaktivity

Bdelé zvieratd sU jednotlivo umiestiiované do pletyzmografu (typ 855, Hugo Sachs
Electronic, Nemecko), ktory pozostava z dvoch komér — hlavova atelovd komora. Otvor medzi
komorami je vybaveny gumovym tesnenim, ktoré zabrafiuje komunikacii medzi komorami — velkost
tesnenia je volena podla velkosti zvierata tak, aby mu nestlacala krk. Na hlavovi komoru je
pripojeny nebulizér (Pari Provokation Test |, Menzel, Nemecko svyrobcom udavanymi



Specifikaciami — vykon 5 L/min a medianom dastic 1,2 pm) a odsavacie zariadenie s konstantnym
vykonom 5 L/min, ktoré zabezpeéuju konstantny prietok aerosolu.

Zmeny respiracnych parametrov, najma prietoku, sU merané pneumotachograficky (Godart,
Nemecko) s Fleischovou hlavicou pripojenej k hlavovej komore. Udaje st zaznamenavané pomocou
systemu ACQ Knowledge (Biopack, Santa Barbara, CA, USA). Zvukové fenomény st nahravané
mikrofénom umiestnenym v strope hlavovej komory, ktory je pripojeny cez predzosilfiova¢ k MP3
rekordéru. Pneumotachografické Udaje a zvukovy zdznam si simultdnne nahravané pre neskorsiu
analyzu.

VySetrenie kaslovej reaktivity sa vykondva pomocou o,4 M kyseliny citrénovej (Fischer,
Slovenska republika) po dobu 1omin. Vnasom projekte by sme chceli dosiahnut vznik take;
hypersenzitivity dychacich ciest, pri ktorej by kaslovy prah zvierat bol posunuty k niz&im hodnotam.

Kadel je definovany ako expiracny fenomén, ktory naruduje bazalny dychovy vzor aje
sprevadzany zvukovym fenoménom - pneumotachografické azvukové Udaje si posudzované
dvoma nezavislymi, Skolenymi pozorovatelmi.

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

V postupoch, kde sa zvieratd pouzivaji vbdelom stave méze djst k narudeniu pohody
a zdravotného stavu tym, Ze morcatam senzibilizovanym alergénmi rozto¢ov budu tieto podané do
nosa. Zvierata budd kychat, mat sekréciu z nosa a mézu pocitovat iritaciu — svrbenie nosa - ako ludia
pri alergickej nadche. Tieto prejavy akUtnej fazy alergickej rinitidy sU ale prechodné a spontanne
odzneju do cca. 15-20 minUt, najintenzivnejie sU prvych 5-10 minUt. Dale] zvieratd mozu pocitovat
strach a dyskomfot pri pobyte vo valci pletyzmografu, kde st umiestnené tak, aby mohli inhalovat
aerosol tusigénu, ktory im vyvola kasel po¢as 10 minUt. Zvierata priemerne pocas tohto intervalu
zakaslu 10 krat (v pripade kontrol), vpripade ked maju rinitidu to mdZe byt aj viackrat. Na
zmiernenie stresu poCas postupov su zvierata, ktoré sa budy pouzivat v postupoch v bdelom stave
postupne adaptované na pobyt v pletyzmografe (vloZia sa dofi na minUtu, potom na dve, neskdr sa
im poda aerosdl fyziologického roztoku, aby boli privyknuté na pobyt v pletyzmografe ana
inhalaciu). Adaptacia podla nasich dihoro¢nych skisenosti limituje stres zvierat aich spravanie
pocas postupu je primerané.

Dalsie postupy sa vykonavaju v celkovej hibokej anestézii, kedy uz vedomie nenadobudn.

Predpokladana Oroven krutosti:

Vramci predkladaného projektu budy prebiehat postupy, ktoré spadajd podla prilohy 4 nariadenia
vlady 377 do kategorie

a) Postupy bez moznosti zotavenia — ide o postupy, ktoré sa celé vykonavajo v celkove]
anestézii, po ktorej uz zvierata nenadobudny vedomie
a. Odber tkaniv a buniek po ich predchadzajicom znadeni na dalie skimanie —
biochemické, imunohistochemické a histologické vysetrenie

b) Slabeé
a. Vyvolanie alergickej rinitidy a Skin prick test
b. Vyvolanie kasla inhalaciou tusigénneho aerosélu

Alergicka rinitida sa vyvolava podanim kvapky suspenzie alergénu do nosovych otvorov
morcata (nosoveé kvapky). Skin prick test sa realizuje vpichom suspenzie antigénu do



podkoZia. Alergicka rinitida mdZe spdsobit kratkodobé narugenie pohody a zdravotného
stavu mordiat a skin prick test mdZe spdsobit slaby bolest pri vpichu.

Pri inhalacii predpokladame, Ze zvieratd nebudd pocitovat bolest (ide o inhalaciu
aerosolov, ktord nie je bolestiva, predpokladame, %e zvieratd budu pocitovat strach
a dyskomfort spojeny s pobytom v komore pletyzmografu, hoci sa na tento stav vopred
adaptuju (v pripravnej faze postupov). Predpokladédme, e zvierata nebudy) mat zavasne
narusenu pohodu ani celkovy zdravotny stav.

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Refinement

Pokus je minimalne traumatizujici pre zvierata. Pri vy3etreni kadfa v bdelom stave s¢
zvieratd umiestnené v dvojkomorovom pletyzmografe, kde inhaluju  aerosdl k.
citrénovej. Tento postup zvierata znasajl pokojne, hlavne po predchadzajicej adaptacii
na tuto situdcii (na zaciatku pokusu sa zvieratd minimalne 2 krat exponuju aerosdlu
fyziologického roztoku, aby si zvykli na pobyt v pletyzmografe. Inhalacia aerosélu HDM
a pobyt v pletyzmografe nespdsobujl zvieratam bolest. Druha gast pokusu sa vykonava
v celkovej anestézii uretanom a po ukonéeni tejto asti pokusu sU zvieratd humanne
usmrtené predavkovanim anestetika. Pocas experimentov je zabezpeleny wellfare
zvierata.

2. Reduction )
Jednotlivé pokusy &i uz na bdelych, alebo anestézovanych zvieratach budu vykonané na
najnizsom pocte jedincov tak, aby bol vysledok pokusu Statisticky hodnotitelny a data
ziskané z pokusu relevantné. Maximalny pocet zvierat pouzitych v celom projekte bude
n = g6 jedincov.

3. Replacement

Pokus nie je mozné vykonat bez pouzitia mortiat. Moréa doméace je jeden z
najrelevantnejsich modelov aferentnej inervécie dychacich ciest a pluc vo vztahu ku
kaslu. Neurofyziologické a neurofarmakologické parametre u mordiat st idedlne pre
vykonanie translacnych 5tidii s validaciou dat priamo u &loveka. Pri tomto planovanom
pokuse neexistuju alternativne metddy, pretoZe na pokus nie je mozné pouzit nizsi druh
laboratSrnych zvierat (mys, potkan, pretoze nemajd vyvinuty kaslovy reflex (prehladne
spracované v Coughsensors, . HandbExpPharmacol, 2009, (187),:23-47). Prieskum
databaz ukazal, Ze vzhladom na komplexnost centralnej nervovej requlacie kasla nie je
moZné pouZzit modelovanie ani jednoduchéie systémy (bunkové kultUry a pod).

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: nie
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28 — diiovd znd¥anlivost’ oényjch kvapiek
u krdlikov

a) Ciele projektu

Produkty, u ktorych sa planuje dihodobé opakované podévanie pri liegbe udi, sa musia
otestovat’ na lokalnu znaSanlivof, v tomto pripade na zna3anlivost o&nii. Ako najvhodnejsi
druh pre testovanie opakovanej lokélnej znasanlivosti sa uvadza albinoticky laboratérny
kralik,

V postupe sa pouzijii kralici vo veku 15 — 16 tyZdtiov, s telesnou hmotnostou v rozsahy
2500 — 3500 g, ktoré uz majui dobre vyvinuty imunitny systém. Podet 20 kusov zvierat (10
samcov a 10 samic) postaduje pre stanovenie otnej znaSanlivosti pripravku , popis vietkych
vedlajsich uginkov na zvierata a porovnanie s originalnym liekom.

Postup vychadza z predpokladaného sposobu uZivania pripravku, tj. opakovaného
o¢ného podavania. Preto sa zvolilo opakované o&né podanie v objeme a koncentracii, aké sa
budit pouZivaf u Pudi. Doba podévania je 28 dni, &o je optimalna  doba pre opakovanti
lokalnu znaanlivost,

.b) Siilad s po¥iadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Nahradenie (replacement)

V sucasnej dobe neexistuje validovana alternativna metdda testovania opakovanej
lokdlnej znasanlivosti medicinskych produktov. Preto sa pouziva klasicka in vivo metdda.
Kralik domaéci je systematicky najniZiie postaveny druh vhodny pre posudenie vedrajiich
uginkov medicinskeho produktu v mieste jeho podania,

Obmedzenie (reduction)

Aby vysledky sledovania opakovanej lokdlnej znaSanlivosti mali uréita vypovedni
hodnotu, musi sa pouzit dostatotny podet zvierat. Desaf zvierat (na 1 ldtku) je optimalny
podet potrebny pre odhalenie pripadnych nepriaznivych t¢inkovy odnej instilacie a neméze byt
redukovany. Pouzijit sa samci aj samice, aby sa mohli prejavit medzipohlavné rozdiely, ak
existuju.

Zjemnenie (refinement)

Nakol’ko pri testovani opakovanej odnej znadanlivosti sa jedna o dihgi postup, v ktorom
dobry zdravotny stav adobra kondicia zvierat hraji velmi doleZiti rolu, starostlivosti
ozvieratd ako imanipulicii s nimi sa bude venovat' velkd pozornost. Zvieratd budi
oSetrované skiisenymi pracovnikmi a budi pod neustilym dohfadom veterinarneho lekara,
Postupy pouZivané pri aplikaciach a vySetreniach majii nizku vurovefi z hladiska spdsobengj
bolesti a stresu a bud taktiez vykonavané skusenym pracovnikom s dthoroénou praxou.

NevyZaduje sa opiitovné postidenie projektu.
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Plan projektu:
Vyuzitie BGs (Bacterial Ghosts) ako protinddorového liegiva v experimentoch in vivo.

Uvod

VyuZitie BGs (Bacterial Ghosts) ako protinddorového liegiva predstavuje nové moznosti
v lie¢be nddorovych ochoreni u 'udi. Ako BGs budu pouZité dve linie baktérii E. Coli NM522
a B.Coli Nissle 1917. BGs predstavuju prirodzeny adjuvans, ktory m4 schopnost’ sa naviazat’
na imunokompetetné bunky a vd’aka PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern) aj na
nadorové bunky. Vizba BGs na povrch tumorovych buniek mdZe zvysit imunitnii odpoved
vo¢i nadoru pomocou zvyienej aktivity antigén prezentujiicich buniek. BGs mdze byt
aplikované vo forme roztoku a dostane sa priamo do cytozolu nadorovej bunky.

Vyraznou vyhodou pouzitia BGs je moZnost lokélnej aplikacie do blizkosti nadoru &o
minimalizuje mnoZstvo podaného lie¢iva a tym aj vedlajsie G&inky.

Projekt bude vykonany na zaklade objednavky sponzora a bude sti¢astou vyvoja nového
terapeutického postupu na uréité druhy nadorového ochorenia.

Ciel’ projektu

Ulohou tohto projektu je potvrdit’ vysledky in vivo tspesnych in vitro pokusov, kde sa po
pouziti BGs ukazalo, Ze prolifera¢na aktivita nadorovych buniek bola vyznamne niZ$ia, ako
po pouZiti lieéiva.

Experimentilny postup

Projekt sa bude skladat’ s troch &asti:

1. Zavedenie modelu

Ciefom prvej Casti je optimalizicia po&tu inokula a rastu nadora bunkovej linii B16-F10
(melaném).

Vzhl'adom na to, Ze protinddorové latky neboli na tomto modeli v naSej firme e$te testované,
je potrebné si overit’ ur¢ité postupy a spdsoby hodnotenia pokusu.

V prvom rade je to optimalizacia po&tu nadorovych buniek (inokula), poget buniek musi byt’
taky, aby nddor nerastol ani velmi rychlo (moZnost terapie nddoru je minimalna) ani vePmi
pomaly (nie je mozné pozorovat’ vplyv BGs). Je potrebné néjst’ optimalne mnoZstvo buniek,
ktoré umozni sledovat’ a ovplyvilovat' rast nadoru a velkost nadoru (nesmie byt viac ako
lem?).

Postup:

Mysiam budi aplikované nadorové bunky na chrbte v oblasti lopatky. Bunky budi podané
s.c. inj. striekackou (inzulinka) v maximalnom objeme 0,1 ml. Uspesnost’ narastu tumoru sa
predpoklada okolo 70%.

Klinické pozorovania budi robené v pravidelnych intervaloch arast nidoru bude
zaznamendvany. Ak polas pokusu nidor narastie viac ako 1 cm’, zviera bude z etického
dévodu huménne utratené (cervikalna dislokécia).

Budu pouzité 3 koncentricie nadorovych buniek (30 mySsi v skupine).

Strana 1l z 4



Priloha 3
Celkovy podet zvierat v modelovom pokuse bude 100 ks.

2. Hodnotenie 1ic¢innosti po BGs imunizdcii.

Vsetkym zvieratdam bude s.c. aplikovand v oblasti lopatky nadorova bunkova linia B16-F10
Jednorézovo. Po aplikécii budt zvieratd pravidelne klinicky pozorované a priblizne na 4 deti,
kedy nddor bude hmatatel'ny bude sa aplikovat’ BGs v troch koncentriciach. Kontrolne;j
skupine bude podany fyziologicky roztok. BGs ako aj fyziologicky roztok sa bude aplikovat’
v troch miestach: miesto aplikdcie, do nadoru a do okraja nadoru. Vyvolané nadory budu
odobraté defi po aplikécii fyziologického roztoku (D0), 24 hodin (D1) a 48 hodin (D2) po
aplikacii BGs.

Druh4 Cast’ experimentu bude zamerani na stimuldciu B7 molekulovymi inhibitormi po
aplikacii BGs, kde sa bude stanovovat’ prietokovou cytometriou koncentracia B7-H4, PD-1,
PD-L1, PD-L2. Pocet zvierat v skupinach je 15. Vzhladom na 70% uspesnost’ vyvoja nadoru
bude celkovy pocet zvierat v druhej &asti projektu 365 kusov. Druha &ast’ projektu je
schematicky znazornena v tabulke 1.

Tabulka 1
Mice
Cell # of BGs # of BGs # of BGs Analysis
BGs number
lines Injection site | Intratumoral | Peritumoral timepoints
per group
B16-F10 no BGs 0 0 0 DO 5
B16-F10 no BGs 0 0 0 D1 5
B16-F10 no BGs 0 0 0 D2 5
B16-F10 | E. coli NM522 1x107 1x107 1x107 Dl 5+5+5
1x10® 1x10® 1x10® D1 5+5+5
1x10° 1x10° 1x10° Dl 5+5+5
Saline Saline Saline D1 5+5+5
B16-F10 | E. coli NM522 1x107 1x10’ 1x107 D2 5+5+5
1x108 1x10° 1x10® D2 5+5+5
1x10° 1x10° 1x10° D2 5+5+5
Saline Saline Saline D2 5+5+5
E. coli Nissl
B16-F10 c‘; ;11\;153 ¢ 1x10’ 1x10 1x10’ D1 5+5+5
1x10° 1x108 1x10® D1 5+5+5
1x10° 1x10° 1x10° Dl 5+5+5
Saline Saline Saline D1 5+5+5
E. coli Nissl
B16-F10 c‘; 9’ 1};155 © 1x10’ 1x107 1x10’ D2 5+5+5
1x108 1x108 1x108 D2 5+5+5
1x10° 1x10° 1x10° D2 5+5+5
Saline Saline Saline D2 5+5+5
15+60+60-+60+60
SUB- .
TOTAL » 255 mice
TOTAL If the 70% tumor take rate calculated o 365
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3. Hodnotenie iicinku BGs u preZivajiicich nddorovych zvierat.

Tretia Cast’ Stidie bude zamerand na preZivajlice zvieratd. Vietkym zvieratdm bude s.c.
aplikovana v oblasti lopatky naddorové bunkova linia B16-F10 jednorazovo. Ked nador bude
hmatatelny (priblizne 4 defi po aplikécii), v oblasti okraja nidoru sa bude inoculovat BGs
v troch koncentraciach a v dvoch formach:

- resuspendovanej lyofilizovanej vo fyziologickom roztoku

- v roztoku pripravenom na pouZitie (ready to use)

Velkost' tumoru sa bude merat’ denne. Podet zvierat v skupindch je 10. Vzhladom na 70%
Uspesnost’ vyvoja nadoru bude celkovy podet zvierat v tretej éasti projektu 185 kusov. Tretia
Cast’ projektu je schematicky znazornena v tabulke 2.

Tabulka 2

Analysis / Mice number
Cell lines Adjuvant # of BGs

timepoints (10 per group)
B16-F10 E. coli NM522 (FD) 1x10 1x107 1x107 survival/daily 10+ 10+ 10
B16-F10 E. coli NM522 (RS) 1x10’ 1x10’ 1x10’ survival/daily 10 +10 + 10
B16-F10 | E. coli Nissle 1917 (FD) 1x10’ 1x10° 1x10’ survival/daily 10+10+10
B16-F10 | E. coli Nissle 1917 (RS) 1x107 1x107 1x10’ survival/daily 10+10 + 10
B16-F10 Saline 0 0 0 survival/daily 10

SUB-
130

TOTAL
TOTAL If the 70% tumor take rate calculated 185

FD- resuspendovanej lyofilizovanej vo fyziologickom roztoku
RS- v roztoku pripravenom na pouZitie (ready to use)

Testované latky
BGs (E. coli NM522)

BGs (E. coli Nissle 1917)

BGs (E. coli NM522, E. coli Nissle 1917) - resuspendovanej lyofilizovanej vo fyziologickom
roztoku

BGs (E. coli NM522, E. coli Nissle 1917) - v roztoku pripravenom na pouZitie (ready to use)

Testované zvierata

C57BL6 mys, vek: 6-9 tyzdiiov
Dodavatel: Akreditované pracovisko firma Velaz Praha (¢. schvélenia cz 21760118)
Celkovy poéet: 650 samic
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Vzhl'adom na 70% tispednost’ vyvoja nadoru bude celkovy poéet zvierat v celom projekte 640
kusov. Po ukonéeni projektu nepouzite zvierata utratime (cervikalna dislokacia).

Ustajnenie

Zvierata budi pocas karantény a pokusu ustajnené v experimentalnom zverinci a umiestnené
v umelohmotnych vaniciach s individudlnou ventildciou, na pilinovej podstielke (maximalny
pocet 10 zvierat/vanica, v pokuse bude podet zvierat 5/vanica). Zvieratd budd mat volny
pristup k vode a §tandardnej potrave. Pogas experimentu budu zvierata oznaéené na chvostoch
nezmazate[nou farbou. V miestnosti bude automaticky monitorovana teplota a relativna
vlhkost’ vzduchu a svetelny reZim nastaveny na 12-hodinovy cyklus.

Starostlivost’ o zvieratd poCas ustajnenia a pokusu sa bude riadit’ platnymi Standardnymi
postupmi Oddelenia exp. zverinca pre dany druh laboratdrneho zvierata a Nariadenim vlady
¢.377/2012.

Preukdzanie siiladu s poZiadavkami nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Posudenie pokusu z hl'adiska 3R

° Refinement — vzhladom na to, Ze v pokuse nebudi vykonané Ziadne bolestivé
zakroky, nie je potrebné pouZit’ latky zmierfiujice bolest

o Reduction — polty zvierat v pokuse st primerané, redukované v maximalnej
miere; ich d’alSie zniZenie by mohlo ovplyvnit’ reprodukovatelnost’ a validitu pokusu

° Replacement — po preskimani databdz ECVAM (http://ecvam.jrc.it), ICCVAM
(http://iccvam.niehs.nih.com) aFRAME  (http://www.frame.org.uk)  sme  nenadli
zodpovedajicu alternativnu metddu

Hodnotenie z hl’adiska krutosti

Zvierata prejavujiice bolest’ budi huménne utratené. Z hladiska preZivajtcich nadorovych
zvierat je pokus hodnoteny ako stredné kruty aZ kruty abude spitne postudeny etickou
komisiou. Do 3 mesiacov od ukongenia pokusu bude sp#tné postdenie zaslané na SVPS.
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Priloha ¢. 2
Netechnického zhrnutia projektu

Nazov projektu: Potlatenie sekundarneho poskodenia traumou poskodenej miechy prostrednictvom
lokalnej hypotermie kombinovanej s perfuziou neuroprotektivnych latok.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 2/0191/13

Kr'dCové slova v projekte ( max 5 slov): traumaticke poskodenie miechy, sekundarne poskodenie,
hypotermia.

Utel projektu’: Zakladny 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 [udi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalieho pouzivania

v postupoch

Ak je iny Ucel projektu, uvedie sa aky

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

Traumatické poSkodenie miechy predstavuje vézny medicinsky problém, ktory vyrazne ovplyviiuje
kvalitu Zivota postihnutych jednotlivcov. Intenzivny vyskum mechanizmov poskodenia miechy
priniesol v poslednych rokoch mnozstvo slubnych terapii, ale vysledky klinickych skdsok boli prevazne
negativne a Ziadna z nich nebola Uplne akceptovana pre ich uplatnenie v klinickej praxi. Rozsah
sekunddrneho poSkodenia je pre mnohych pacientov limitujacim faktorom, ktory ovplyviuje funkénd
obnovu. Nasa stratégia v lie¢tbe traumou poskodenej miechy spodiva na potladeni sekundérneho
poskodenia prostrednictvom lokdlnej hypotermie, kombinovanej s aplikdciou vybranych
neuroprotektivnych latok.

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

Nasa stratégia v liecbe traumou pogkodene; miechy je zaloZena na kombinécii predchadzajucich
experimentalne slubnych terapii a ich lokdlnej aplikdcii. Implantécia miechovej perfuznej komarky po
akutnom traumatickom poskodeni miechy nam umozni pouZit simultanne lokdlnu hypotermiu a
intratekalnu aplikdciu neuroprotektivnych latok ako su rastové faktory, imunosupresivum a
antixodanty. Potlatenie sekunddrneho pogkodenia poskytne lepSie podmienky pre néslednd obnovu
nervoveho tkaniva a tym funkcie miechy. V experimentoch budd merané indikdtory axondlneho
rastu, angiogenezy, pro-zdpalové markery, aktivacia mikroglie a astrocytov, infiltracia makrofagov, a
kvantifikdcia demyelinizécie, meylinizovanych a nemyelinizovanych axdnov, rostro-kaudélna dizka a



objem poSkodenia, mnoZstvo zachovaného tkaniva, a tieto vysledky budd korelované s funkénou
obnovou miechy. Aj maly pokrok v terapii by posunul modernu traumatolégiu o velky krok dopredu.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

V experimentoch budi pouZité laboratérne potkany (Rattus norvegicus) kmefa Wistar, samice
v pocte 160ks na cell dobu riesenia.

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

Kompresia miechy bude uskutocnena z jej dorzélnej strany, ale tlak na miechu vyvold poskodenie
ktoré sa rozsiri aj do okolia. Tym sa porusia zakladné motorické reflexy, ktoré zabezpe&uju stalu
adaptédciu dizky svalu na pohyb, dalej polysynaptickeé reflexy, ktoré ukonéuju kontrakcie vyvolané
napinacim reflexom a exteroceptivne reflexy, ktoré vznikaju drazdenim receptorov uloZenych
predovietkym v koZi. Tieto reflexy budl po traumatickom pokodeni miechy zachované iba
Ciastogne.

7

Predpokladana droven krutosti:

Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznaéit ako ,strednd”.

Uplatiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie preco sa nemdZe pousit alternativna metdda
bez poufZitia zvierat)

Poranenie miechy ako aj ndslednd regeneracia su procesy dynamické, rfazko predvidatelné a
zdvisiace na mnohych faktoroch. Ztychto dévodov nie je mozné uskutoénit dané
experimenty alternativnym spoésobom bez pouZitia zvierat. Okrem toho, pokus nie je moZné
vykonat' alternativnym spdsobom, pretoze sa jednd o findlne testovanie fyziologickych
a patofyziologickych ucinkov.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa poufije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouiil minimalny moZny podet zvierat)

Pocet 160 ks zvierat bolo stanovené vzhladom k tomu, ze (1) predpokladame velku
individualnu variabilitu vysledkov, ztohto dévodu planovany pocet 10 kusov zvierat
v skupine je podla naich doterajsich skiisenosti najnizsi vhodny podet pre ziskanie $tatisticky
vyznamnych vysledkov; (2) experimentélne skupiny uvedené v prilohe &. 1 su potrebné na
kvalitativne a kvantitativne stanovenie pokodenia miechy a uréenie protektivneho vplyvu, &
uz samotnej hypotermie ako aj v kombindcii s jednotlivymi neuroprotektivnymi latkami; (3)



traumou poskodena miecha neméze byt’ pouZitd zaroven na biochemické ako aj histologické
a imunohistochemické analyzy.

3. Zjemnenie:

VSetky zakroky, ktoré budu na zvieratach uskutoénené, budd vykonavané pod celkovou anestézou, t.
j. nebudu pre zvierata bolestivé.

(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zddvodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spésobu ako sa

minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano

=3
o
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Laboratormy chov kliestov (Acari, Ixodidae) s pouzitim kralikov a priprava
extraktov slinnych zliaz kliestov

KPiacové slova: klieste. Ixodidae, slinné zI'azy, bioaktivne latky
Ukel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

KlieSte maju celosvetovy vyznam ako rezervoare a prenadace réznych patogénnych
mikroorganizmov, ktoré vyvolévaju zdvazné ochorenia l'udi a zvierat. Stadium cirkulacie
klieStami prenaSanych patogénov medzi klie§t'ami a hostitel'mi je mozné jedine na in vivo
systémoch a zahriiuje aj sledovanie nékazy klie§tov patogénmi v réznych vyvinovych
Stadiach, ako aj ich trans§tadialneho prenosu v samotnych kliest'och. K sledovaniu cirkuldcie
patogénov je potrebné mat’ k dispozicii kliete v r6znych vyvinovych stadiach (larvy, nymfy,
dospelé€) z laboratérneho chovu, ktoré neobsahuju patogénne mikroorganizmy. V stvislosti

s ektoparazitickym spésobom Zivota ktorého neoddelitel'nou sucast'ou je cicanie krvi
teplokrvnych zivoc¢ichov, pocas ktorého klieste modifikuju fyziologické procesy v kozi
svojich hostitel'ov tak. aby sa ispesne nacicali krvi a aby nedoslo k ich predéasnému
odvrhnutiu hostitel'mi. klieste vylucuju do hostitel'ov prostrednictvom slin nielen patogénne
mikroorganizmy. ale aj rézne biologicky aktivne latky (antikoagulanty, latky potlaéajice
zapal, imunomodulaéné a imunosupresivne latky). Tieto latky po ich izol4cii a identifikécii
moézu mat’ perspektivne vyuzitie pri vyvoji lie¢iv s pouzitim v humannej a veterinarnej
medicine.

Vyplyvajuc z ektoparazitického spdsobu zivota a biologie kliestov ¢el'ade Ixodidae sa
doteraz nikde vo svete nepodarilo zaviest' metddu ich kontinudlneho chovu na umelom
substrate. K tispeSnému vyvinu klie§t'ov je potrebna pritomnost’ teplokrvnych Zivo&ichov
a ich krvi ako zdroja potravy. V zdvislosti od vyvinového §tadia, druhu klie§t’a a ich poétu je
v laboratoriu pre ich kimenie mozné pouzit’ rozne laboratorne zvierata. Nakolko chov
klie$t'ov a kfmenie vic¢Sieho poctu, star§ich vyvinovych §tadii, resp. niektorych druhov
kliet'ov nie je mozné bez pouzitia kralikov, predloZeny projekt je dopliujuci k uz
schvalenému projektu laboratérneho chovu kliestov. v ktorom sa pouzivaju laboratérne mysi
a morcata.

Zakladnym cielom predlozeného projektu pokusu je laboratérny chov kliestov pre
pouzitie vo vedeckych projektoch (narodnych aj medzindrodnych), ktoré s zamerané na
sledovanie interakcii klieSt' — hostitel - kliestami prendsané mikroorganizmy, na pripravu
extraktov slinnych zliaz klie§t'ov za i¢elom izol4cie bioaktivnych zloZiek a na sledovanie
expresie geénov v slinnych Zl'azach kliest'ov pocas cicania a nakazy mikroorganizmami.

Prinos z vykonaného projektu

Pouzitie laboratérne dochovanych kliestov je nevyhnutné pre plnenie ciel'ov vedeckych
projektov, ktorych rieSenie bolo schvéalené a je financované narodnymi vedeckymi agentirami
a europskou komisiou, a v ktorych sa sleduje: 1. mechanizmus prenosu patogénnych
mikroorganizmov klieStami na irovniach kliest - patogén — hostitel'; 2. modulacia obrannych
mechanizmov hostitel'ov (hemokoaguldcia, imunitnd odpoved. zapal. hojenie ran)
prostrednictvom bioaktivnych zloziek v slinnych Zl'azach kliet'ov; 3. expresia génov

v slinnych zl'az4ch klieSt'ov pocas cicania a nakazy mikroorganizmami; 4. identifikacia



antigénov v slinnych zFazach klie§tov. ktoré mozu sluzit ako kandidati pre pripravu vakcin
proti klieStom a vakein ktoré blokujt prenos patogénov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty: Kralik domaci. 200 ks

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

Manipulacia s kralikmi pocas chovu kliestov nevyzaduje anestéziu, celkovil ani lokalnu.
Svrbenie koZe a zapalové reakcia sa dostavuji az po odpadnuti nacicanych kliest'ov, pretoZe
klieste do miesta vpichu v koZzi vpustaju protizapalové a imunomodulagné latky, ktoré im
umoziiuju neruseny prijem potravy a zotrvanie na hostitel'och. Nepredpoklada sa nutnost’
aplikacie pripravkov na tlmenie bolesti a ak sa predsa spozoruje zmena spravania, ktord by
mohla suvisiet' s bolest'ou/svrbenim koze, zvieratam sa poda pripravok na tlmenie
bolesti/spray na potlagenie svrbenia v davke predpisanej prislusnym vyrobcom.

Predpokladana aroven krutosti: Stredne silna

Uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat: Pre planované pokusy neexistuju alternativne metody. V projekte sa
v8ak sleduje a uplatiuje najnovsia legislativa v stivislosti so smernicami o pouziti zvierat na
vedecke uiCely, ktorti uzakonil Eurpsky parlament (smernica 2010/63/EU) a Nariadenie
Vlady SR (Zbierka zékonov €. 377/2012) a Vyhlaska 436 Ministerstva poédohospodarstva a
rozvoja vidieka SR.

2. Redukcia poétu zvierat: Planovany pocet zvierat Je maximalny a je v fiom zahrnuty podet
potrebny pre pokrytie poziadaviek riesitel'ov vedeckych projektov, v ktorych je planované
pouzitie réznych druhov a vyvinovych §tadii klie§tov. Pouzitie zvierat sa obmedzi na
nevyhnutné minimum. Opétovné pouzitie zvierat nie je mozné, pretoZe zvieratd, na ktorych
cicaju klieste. vytvéraju protilatky proti slinnym antigénom kliest'ov, &o vyvoldva pri cicani
d'alSich kliestov hypersenzitivnu reakciu a nasledne nedostatoéné cicanie a2 thyn kliest'ov.
Takeéto klieSte uz nie je mozné pouzit' ani pre d’alsi chov. ani pre odber slinnych zliaz za
licelom sledovania dynamiky produkeie biologicky ucinnych latok v ich slinnych ZI'azach

s cielenou purifikaciou u¢innych latok. ¢ sledovanie expresie vybranych génov.

3. Zjemnenie: Chov klietov a kimenie vi¢sieho poctu. starsich vyvinovych $tadii. resp.
niektorych druhov kliestov nie je mozné bez pouzitia kralikov, Kraliky budu pocas celého
pokusu drzan€ za Standardnych podmienok podla platnej normy EU. pricom sa budu
respektovat zdkladné etické principy pozadované pri zaobchadzani s pokusnymi zvieratami.
Pocas celého pokusu sa budu dodrzovat’ postupy maximalne zjemnujuce pokus. Zvieratdm
bude zabezpecena Standardna starostlivost’, ktort bude vykonavat’ skoleny personal -
pracovnici pokusného zariadenia. Denne sa bude vykonavat kontrola zdravotného stavu
zvierat. Ani v jednom $tadiu pokusu nebudi mar zvierata obmedzeny pohyb, ani obmedzeny
prisun potravy a vody.

Projekt nebude podliehat” op4tovnému schvalovaniu



