Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Vplyv Casu a typu potravovej odmeny podas 24h cyklu na
metabolizmus a regulaciu prijmu potravy potkana.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: S { ?3/ 15221
KPucové slova v projekte: odmena, metabolizmus, hodinové gény, pedeti, mozog
Uéel projektu: Zakladny vyskum

a) informacie o ciefoch projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte a
typoch zvierat, ktoré sa pouziju

V sucasnosti Zije 'udskd populacia v deregulovanych environmentlnych podmienkach, &o
vytvara potencidl pre vznik a potenciaciu viacerych civilizaénych ochoreni vratane metabolického
syndrému, obezity a hypertenzie. Nasledkom protichodne pdsobiacich environmentalnych
podmienok dochadza k deregulacii biologickych rytmov v organizme. Naga skupina sa dlhodobo
zaoberd vyskumom sucinnosti centrdlneho a perifémych oscilatorov v zabezpedovani optimalnych
vnutornych fazovych vzt'ahov biologickych rytmov v zavislosti od enviromnemtalnych podmienok.
Existujuce synchroniza¢né protokoly nie si vzdy prakticky realizovatelné, lebo st vnimané ako
obmedzujuce, pripadne nie je moZné vykonat' ich kvdli vysokému veku, diagnéze, tehotenstvu,
organizatnym obStrukciam a pod. Preto sme sa zamerali na vyuZitie potravovej odmeny ako
nastroja na synchronizaciu. Tento princip je akceptovatelny pre kazdého jedinca, lebo je intuitivne
spojeny s benefitom a vhodne zvolena potravova odmena mdZe byt motivaéna aj pre pacientov s
diabetom alebo akymikol'vek inymi metabolickymi ochoreniami.

Ciefom projektu je identifikovat’ vSetky klady a zapory vyuZitia potravovej odmeny na
synchronizéciu s vonkaj$im prostredim.

Sumérny efekt podévania potravovej odmeny je vysledkom vzéjomnych interakcii regulacie
metabolizmu a energetickej bilancie, reguldcie prijmu potravy, dopaminergného systému a
cirkadianneho  systému (vratane do teraz anatomicky neidentifikovaného »feeding
entrainable” oscilatora). V praci sa mienime zaoberat’ interakciami cirkadidnneho systému s
uvedenymi regulaénymi okruhmi. TaktieZ sa pokusime zistit' ako pravidelné podévanie potravovej
odmeny spdtne ovplyviiuje uvedené regula¢né systémy.

Spomedzi oblasti zapojenych v reguldcii prijmu potravy, energetickej homeostazy a
integraénych mozgovych Struktir regulujticich motorické spravanie, identifikujeme tie, ktoré sa
podiel'ajii na synchronizacii potravovou odmenou. Postidime moZny vplyv potravovej odmeny na
tukovy metabolizmus a afinitu k prijimaniu vysokotukovej potravy. Otestujeme vplyv socidlnej
izolacie na kapacitu synchronizdcie potravovou odmenou a prijem vysokotukovej potravy.
Testovanie ' vplyvu socidlnej izolacie je potrebné preto, lebo ludia s naruSenymi biologickymi
rytmami s Casto aktivni v inej faze 24h cyklu, ako zvySok okolia a trpia istou mierou socidlnej
deprivécie, ktord prispieva z zhorfeniu ich pohody. Je preto potrebné zistif, & tento vplyv
nepozmeni U¢inok potravovej odmeny a neovplyvni prirastok hmotnosti a metabolické procesy.
Taktiez otestujeme, ktora féza 24h cyklu je na podavanie potravovej odmeny najvhodnej$ia, lebo
predbezné vysledky prekvapujico naznaduju, Ze to nemusi byt’ nevyhnutne faza, ktora sa z pohladu
subjektu povazuje za aktivnu. :

PoCas prvej fazy pokusov otestujeme, ktord potravova odmena (polysacharidova vs. tukova)
ma najvyraznejsie ufinky a tento typ odmeny potom bude monitorovany podéas 24h aj na zaklade
biochemickych a molekularnych analyz.



Usmrtenie jedincov na konci pokusu je potrebné na odber vzoriek z tkaniv
gastrointestindlneho traktu, pefene, pankreasu, viscerdlneho tuku, mozgovych tkaniv a d’alsich
tkanfv v ktorych budd stanovované biochemické parametre v tkanivach a krvnej plazme (glykogén,
triglyceridy, génova expresia). L
a) pouzivania zvierat vratane ich pévodu, odhadovaného poétu, druhov a $tadii Zivota
V pokusoch vyuZijeme pohlavne dospelé potkany kmetia Wistar, pohlavne dospelé samce, lebo
vysledky z tychto jedincov st najlepsie porovnatelné s uZ existujticimi odbornymi pracami ako aj
naSimi vysledkami.

b) postupov v _
Jedince budi chované za $tandardnych chovnych podmienok v poéte 3-4 v chovnej klietke s
vhodnymi rozmermi. V jednotlivych fazach 24h cyklu im bude podévani potravovd odmena
polysacharidovej alebo tukovej odmeny, bude monitorovana pohybova aktivita poéas 24h ako-aj
telesnd hmotnost. Budeme testovat’, &i socidlna izoldcia (potkan bude umiestneny v chovnej klietke
vhodnej velkosti sém) ovplyviiuje jeho afinitu k potravovej odmene a telesnit hmotnost'.

Chov zvierat a konkrétny postup :

V pokuse bude pouzitych 50 samcov potkanov z linie kmetia Wistar s hmotnostami 180-
200g. Po dovoze budu zvierata oznadené (skupinovo zdznamovou kartou aj individulne znadenim
na chvoste netoxickou farbou), umiestnené v skupinovych plastovych klietkach v podte 3-4 zvierat
na klietku a aklimatizované po dobu dvoch tyZdiiov. Po uplynuti doby aklimatizacie budd zvierata
nahodne rozdelené do skupin. V3etky skupiny budé chované nad’alej v tej iste] miestnosti za
rovnakych podmienok. Potkany buda mat’ k dispozicii §tandardné granulované krmivo (DOS 2b) ad
libitum abudi mat volny pristup k pitnej vode. Budii umiestnené v chovnom zariadeni s
kontrolovanym svetelnym reZimom (12 hod. svetla/12 hod. tmy) v prostredi so stabilnou
kontrolovanou teplotou (21+1°C) a vihkost'ou (50-60%). Klietky budd &istené v rovnakd dennd
dobu. Zdravotny stav a behaviordlna aktivita zvierat bude monitorovany podas celého experimentu,
hmotnosti zvierat budi zaznamenéavané v pravidelnych intervaloch. .

Po uplynuti doby aklimatizacie budi zvieratd ndhodne rozdelené do 7 skupin — 6
experimentalnych a 1 kontrolnd. Potravova odmena bude podévana 6 &asoch pocas 24h cyklu podas
10 dni a zvieratd budi mat’ na jej ndjdenie a konzuméciu &as 2 hodiny. Jednej skupine zvierat sa
bude podavat’ potravové odmena len raz denne, kontroln4 skupina odmenu nebude dostavat. Podla
nafich predbeZnych vysledkov im na najdenie a konzumaciu odmeny $tandardne staéi 10 miniit,
prediien}’/ Cas dostupnosti je potrebny na zagiatku pokusu, kedy sa zvieratd este len udia, v ktorej
faze dfia bude odmena podévana. Budeme poskytovat’ polysacharidovii alebo tukovii potravu (max.
250mg). V oboch pripadoch budeme zistovat’, & ma socialna izolacia (3-5 dni) vplyv na afinitu ku
potravovej odmene a & ovplyviiuje prirastky hmotnosti a mnoZstvo motorickej aktivity pocas
tmave] fazy (pre potkana aktivnej) a svetlej fazy 24h cyklu. Po tejto faze pokusu sa uskutodni 7
dilové prestavka na vyhasnutie vplyvu odmeny, kedy Ziadnej skupiny nebude podavana potravova
odmena. Po uskutoCneni testov vplyvu potravovej odmeny na spravanie (spravanie bude
monitorované web kamerou neinvazivne) bude experimentdlna skupina (25 nadhodne vybranych
zvierat) vystavend reZimu, kedy jej bude pravidelne pod4vand potravovd odmena takym spdsobom,
pri ktorom sme zaznamenali najvyraznej$i vplyv na pohybovii aktivitu a telesnti hmotnost’ v prvej
Casti pokusu. Vplyv potravovej odmeny na denny rytmus aktivity bude monitorovany v
konStantnych podmienkach (osvetlenie 10 luxov) pocas dvoch 3-5 dni v domacich chovnych
podmienkach. Pohybova aktivita bude monitorovana neinvazivne pomocou infradervenej web
kamery (tento postup bol v minulosti v podmienkach nd$ho chovného zariadenia uZ viac krat
UspeSne uplatneny). Po odberoch budii prebichat’ laboratérne analyzy biochemickych parametrov a
génovej expresie. Merand bude génova expresia hodinovych génov per a cry ako aj expresia
vybranych metabolickych génov v zavislosti od typu potravovej odmeny a fiou aktivovaného
metabolizmu.

Experimentdlnym zvieratdm zabezpedime podas karantény, ale aj podas celého obdobia
testovania dostatoény welfare tak, aby mohli plne realizovat’ normalne spravanie. Ziadny zésah
pocas pokus nie je bolestivy ani neprina$a zvieratdm diskomfort. Zvieratd budd mat zabezpedeny
bezproblémovy pristup k potrave avode, vhodné prostredie pre Zivot a zabezpefime im tieZ
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podmienky vylu€ujice mentalne stradanie. V pokusoch vyuZijeme pohlavne dospelé samce kmeiia
Wistar, lebo vysledky z tychto jedincov st najlepSie porovnatelné s uZ existujicimi odbornymi
pracami ako aj naSimi vysledkami. Jedince budu chované za $tandardnych chovnych podmienok v
pocte 4 v chovnej klietke s vhodnymi rozmermi. V jednotlivych fizach 24h cyklu im bude
podéavand potravova odmena polysacharidovej alebo tukovej odmeny, bude monitorovana pohybova
aktivita pocas 24h ako aj telesnd hmotnost. Budeme testovat, &i socialna izoldcia (potkan bude
umiestneny v chovnej klietke vhodnej velkosti sam) ovplyviiuje jeho afinitu k potravovej odmene a
telesntt hmotnost.

VSetky navrhované metodické postupy boli pripomienkované a odstihlasené etickou
komisiou PRIF UK v Bratislave.
Etapy riesenia |

e privezenie zvierat;

aklimatizacia a karanténa 14 dni;
rozdelenie zvierat do 6 experimentélnych skupin + 1 kontrolna skupina;
posobenie potravovej odmeny na experimentalne skupiny zvierat;
7 dfiova prestavka na vymiznutie vplyvu
naghodné rozdelenie zvierat na dve skupiny zvierat, experimentilna skupina dostiva

.....

konstantnych podmienkach
e cutanazia, odber krvi a tkaniv (mozog, pefefi, pankreas, viscerdlny tuk, svalové tkanivo,
srdce a obli¢ky (post mortem),
e ukoncenie pokusu;
e analyza odobratych vzoriek a $tatistické spracovanie ziskanych dat.
Ukoncenie pokusu

Pokus bude ukonteny humannym usmrtenim zvierat dekapitdciou v celkovej anestéze
vyvolanej inhalaciou CO,.

Odbery budi prebiehat’ pocas celého 24h cyklu, aby bolo mozné popisat’ cirkadianny profil
geénovej expresie a biochemickych parametrov v oboch skupinach — 6 ¢asovych bodov po 4 jedince.
Dva jedince sluZia na posilnenie kIiGovych odberov podas 24h cyklu, aby sa aspon v jednom
pripade dal pouzit’ t-test (5 vs. 5 zvierat je hrani¢ne akceptovatelné, 4 vs. 4 zvieraté je prili§ malo).
Po rychlej dekapitacii bude odobraté krv a vypreparované pedeii, pankreas, viscelarny tuk, svalové
tkanivo, obli¢ky, srdce a mozog a tkaniva sa okamZite zmrazia v tekutom dusiku a uskladnia pri —
80 °C do analyzy expresie génov.

Pocet pouzitych zvierat:
kontrolnd skupina: 25 samcov (odbery rozloZené po&as 24h)
potravova odmena: 25 samcov (odbery rozloZené pocas 24h)
Termin pokusov:
maj 2015 - jal 2015

b) preukézanie stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Pocas pokusu zvierata nebudi pocitovat’ Ziadny diskomfort. Socidlna izolacia bude vykonana az v
dospelosti, €o v pripade trvania niekolkych dni nema Ziadny zdvazny vplyv na zdravie jedinca. Po
ukonceni tejto fazy pokusu budt testované jedince opitovne zaradené so svojej povodnej chovnej
klietky. Potravova odmena bude kaloricky bezvyznamna, jej hmotnost’ nepresiahne 250mg,
podavana bude len raz denne a jej konzuméacia bude dobrovolna. Za udelom odberu tkaniv buda
zvieratd bezbolestne usmrtené a mnoZstvo jedincov je obmedzené na minimalnu moZnt mieru, aby
eSte bolo moZné zo zéverov generalizovat’ vieobecnejsie zavery. Celkova miera krutosti spada do
kategorie ,,slaba”. Pokus konéi bez moZnosti zotavenia.
Nahradenie/Replacement

Pri vyskume nami prezentovaného charakteru nie je moZne ani absoltitne a ani &astodné
nahradenie zvolenej skupiny/druhu laboratérneho zvierata. NemoZno ho realizovat ani na




bunkovych kultirach a ani za vyuZitia poditatovej simulacie. TaktieZ v lom nemoZno pouZit’ iny,
systematicky niZSie postaveny druh zvierat’a.

Pri tomto druhu vyskumu je (vzhl'adom na fyziologické parametre) uvedeny model najlepou
alternativou nahrady humanneho modelu.

Obmedzenie/Reduction
Polty zvierat si minimalizované na najmen§iu moznu hranicu tak, aby 21skane udaje mohli
byt’ Statisticky spracované a mali seriéznu vypovednu hodnotu.

Zjemnenie/ Refinement

MozZné stradanie a utrpenie zvierat bude minimalizované dodrZiavanim kazdej z piatich slobdd
uvadzanych pri definicii welfare zvierat. Zvierata polas samotného pokusu nebudil vystavené
stradaniu a utrpeniu. Experlmentalne zasahy (potravova odmena) nie st neprijemné ani bolestivé
ani nespdsobuju stres.

Zvieratd budu po dovezeni umiestnené v §tandardnych podmienkach. Budi mat’ zabezpedeny
volny pristup k potrave a aj k vode, budi umiestnené po 3-4 v klietkach poZadovanych rozmerov
s hoblinovou podstielkou. Blizkost’ socidlnych partnerov zamedzi socidlnemu stradaniu a umozni
realizovat’ taktieZ vietky formy socidlneho spravania po&as va&3iny trvania pokusu.

Spravania bude monitorované prostrednictvom web kamery umiestnenej priamo -vo zverinci.
Vsetky biochemické a molekularne analyzy budi realizované az po skondeni pokusu, Ziadne odbery
nebudi robené pocas pokusu. Pred samotnym usmrtenim dekapitaciou budi zvierata pod narkézou,
¢im sa minimalizuje ich utrpenie na najmensiu moZnvl mieru.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZzité zvieratd v rimei vykondvania projektu:
Pocas priebehu pokusu neofakdvame ujmu zvierat. Potravova odmena bude podévand vo velmi
malom mnoZstve a len jeden krat denne a jej konzumadcia bude dobrovolna, &iZe zvieratd nebudi
nutené prerusit’ Ziadnu aktivitu kvoli jej konzumacii ak si to nebudu priat. Men${ negativny dopad
mdze mat’ kratkodoba socidlna izolacia, ktora bude testovand na cca. 10 jedincoch, tato viak bude
trvat’ len 3-5 dni a ovplyviiované budu dospelé zvieratd s Suchovym a sluchovym kontaktom z
zvyS8kom skupiny, ¢iZe izoldcia nebude absoldtna a nebude mat’ vplyv na vyvin. Predpokladame, Ze
konStantné podmienky pritmia zdvaZne neovplyvni zvieratd. Ukonéenie pokusu dekapitdciou sa
deje pod narkézou.

Predpokladans droven krutosti:

potravova odmena — slaba krutost’

3-5 dni trvajuca Siastoéna socialna izoldcia — slaba krutost’

3-5 dni trvajice pritmie — slaba krutost’

Ked’ze zvieratdm sa bude podavat’ raz denne mald potravova odmena, ktord popri ad libitum
pristupe k potrave nebude mat’ zavazny vplyv na dietetiku a zvieratd si budi méct’ vybrat, & ju
skonzumujti alebo nie, socidlna izol4cia v dospelosti potrvé len 3-5 dni a nebude absolttna (zvieratd
budtl mat’ ¢uchovy a sluchovy kontakt), konstantné pritmie nie je stresujiici podnet a dekapitécia

prebieha v narkéze celkovéa miera krutosti spad4 do kategérie ,,slaba®. Pokus kon&i bez moZnosti
zotavenia.

Projekt bude podliehat’ op4tovnému schvalovaniu: 4no  nie
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podla § 40 nariadenia viady &. 377/2012 Z.z.
Priprava hyperiminnych kralié¢ich sér

Informacie o ciel'och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte a typoch
zvierat, ktoré sa pouZziju.

Ciel'om projektu je priprava hyperimunnych krali¢ich sér, ktoré sa pouZivaji na serotypizaciu
a identifikaciu izolovanych kmefiov, v mikroaglutinaénych pripadne krizovych absorpénych
testoch, vo vysoko Specializovanej etiologickej diagnostike sledovanych prenosnych ochoreni
T'udi (leptospirdz, legioneldz, tularémie) a zvierat a pri vy3etreniach v ohnisku nakazy.

Ide o Standardny postup pripravy diagnostik z krvi imunizovanych kréalikov. Na imunizaciu
sa pouZiju zvieratd druhu kralik domaci (Orycrolagus cuniculus) s hmotnostou 1,5 — 2,5 kg,
chované na pokusné uéely a doddvané z akreditovaného zariadenia.

Kraliky sa imunizujii podanim 3-5 dévok antigénu, beZne intravenézne do vena marginalis

~ usnice, resp. prvé davky i. m. (legionely) po lokalnej dezinfekcii, spravidla v tyzdiiovych
intervaloch. Nésledne sa vy3etrenim vzorky krvi kontroluje protilatkova odpoved’. Aplikacia
antigénov i. v., resp. odber krvi z vena marginalis unice patri k naj beznejsie pouZivanym

a najmenej invazivnym metédam, ktoré u kralikov moZno bez ujmy pouzit opakovane.

Pri dostato¢nej hladine protilatok sa krv odoberie kardidlnou punkciou tak, Ze sa zvierat'u
poda i.v. resp. intrakardialne thiopental a postup sa ukoné&i eutanaziou predavkovanim
anestetika. Imunizované zvieratd nie je moZné vzhl'adom na poddvané antigény pouzit’ na iné
experimentalne udely. '

Na celé obdobie projektu (2014 — 2018) sa planuje pouzit’ 30 kralikov. Pougiva sa vzdy
minimélny postadujuci podet zvierat, spravidla 2 — 3 kraliky pri jednej imunizacii.

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia.

Hyperimunne krali¢ie séra sa pripravuju v stlade so zdsadami 3R.

Kralik doméci predstavuje najniZ$i, pre dany el vhodny druh laboratérnych zvierat.

Na imunizéciu sa pouZije vZdy najniZi pre pripravu diagnostik postadujici polet zvierat.
VyuZivaju sa zjemiiujiice postupy. Aplikdcia antigénov a odbery krvi na zistenie protilatkovej
odpovede st kratkodobym zakrokom. Na lokélnu dezinfekciu sa pouZivaju dobre tolerované
pripravky, pripadne i s mierne anestezujticim Gi¢inkom. Ohl'aduplnou, bezpeénou

" manipuldciou a umiestnenim zvierata v Specidlnej fixaénej klietke sa predchadza stresu

a eliminuje sa riziko pripadného poranenia.

Po zédkroku sa zvieratdm venuje zvySena pozornost, v pripade potreby sa zabezpeéi oSetrenie.
Pred a medzi odbermi sa krélikom poskytuje bezne tandardna oetrovatel’sk4 starostlivost so
zretel'om na maximalnu pohodu a dobry zdravotny stav zvierat.

Pri odberoch kardidlnou punkciou sa traumatizacia zvierat redukuje na minimum kPudnou
komunikaciou a jemnou fixdciou v polohe na chrbte, &m sa uZ pred podanim anestetika
navodi ur€ity somnolentny a katalepticky stav. Zakrok sa robi v anestézii a postup sa
huméannym spésobom ukonéi preddvkovanim anestetika tak, Ze zviera uZ nenadobudne
vedomie.

Projekt nevyZaduje spitné postidenie.
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Netechnické zhrnutie projektu ﬁOié?é,/f/é 2244
podla § 40 nariadenia vlady ¢. 377/2012 Z.z.

Ziskanie kralicej krvi kardialnou punkciou na pripravu kultivaénych médii

Informacie o ciel'och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte a typoch
zvierat, ktoré sa pouziju.

Ciel'om projektu je ziskavanie kraliGej krvi potrebnej na pripravu $pecidlnych médii uréenych
na kultivéciu bakteridlnych kmetiov vysoko naroénych na kultivaéné podmienky in vitro.
Kultivaéné médid preto obligétne obsahuju kralidie sérum, resp. defibrinovant kraligiu krv.
Na ziskavanie krvi sa pouZiju zvieratd druhu kralik doméci (Oryctolagus cuniculus) chované
na pokusné tcely a dodavané z akreditovaného zariadenia, v poéte 2 — 6 krdlikov na jeden
odber, 12 — 14 odberov ro¢ne (Leptospiry 4x6 zv, Tularémia 8x2 zv). Odber krvi sa vykona

s naslednym nahradenim objemu, ¢o kréliky beZne preZiju bez ujmy. Po dostatoénej
regenerdcii sa odber podla potreby opakuje, spravidla v intervale 6 mesiacov.

Preukizanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia.

Kréli¢ia krv sa ziskava v stlade so zdsadami 3R.

Zbierkové kmene mikroorganizmov vyuZivané na vyskumné a diagnostické tiely st
dlhodobo adaptované na média s krali¢ou krvou a v postupe je potrebné zohl'adnit’ aj
minimalny potrebny objem. Kralik doméci tak predstavuje najniZ$i, pre dany téel vhodny
druh laboratérnych zvierat.

Pri odberoch sa pouZije vZdy najniZsi pre pripravu médif postadujici pocet zvierat. Tento je
d’alej redukovany aj opakovanim odberov po uplynuti intervalu stanoveného na regeneraciu
u jedincov vo vybornom zdravotnom stave a kondicii.

Pri odberoch, ktoré st kratkodobym zakrokom, sa vyuZivajt zjemiiujtice postupy,
traumatizdcia zvierat sa redukuje na minimum kPudnou komunikéciou, ohl'aduplnou
bezpetnou manipulaciou a jemnou fixaciou v polohe na chrbte, &im sa navodi u kralika urdity
somnolentny a katalepticky stav. Odber tak moZno vykonat’ bez anestézie (spdsobuje
neziaduce ovplyvnenie vlastnosti §pecidlnych kultivadnych médif) a odberom strateny objem
krvi sa ihned’ nasledne nahradi podanim sterilného fyziologického roztoku. Po odbere sa
zvieratim venuje zvySend pozornost’, v pripade potreby sa zabezpedi oetrenie veterindrnym
lekdrom. Pred a medzi odbermi sa kralikom poskytuje beZne §tandardna o3etrovatel’ska
starostlivost’ so zretel'om na maximaélnu pohodu a dobry zdravotny stav zvierat..

Projekt nevyzaduje spdtné posudenie



Netechnické zhrnutie projektu:
Nazov projektu:

Vplyv vybranych rastlinnych antioxidantov na ischemicko-reperflizne poskodenie tenkého éreva
&islo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 2004 / 14 -227

KiGéové slova v projekte (max 5 slov):

Uéel projektu’: Zakladny vyskum

Transiac“:ny’t alebo aplikovany vyskum

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

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich dal3ieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny uéel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:

(napr. nie st este vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hfadiska vedy , z klinického
hladiska) '
Navrhovany projekt bude zamerany na hodnotenie vplyvu antioxidaéne pésobiacich vybranych
rastlinnych antioxidantov — flavonoidu/kvercetinu  a ligustrazinu/teratrametylpyrazinu na
histologické, biochemické a imunologické zmeny vznikajuce ako nasledok ischemicko-reperfizneho
(IR} poskodenia tenkého &reva. IR poskodenie tenkého Creva predstavuje v klinickom ako aj
experimentdlnom modeli zdvazny problém, na ktory nadvézuje aktivacia zloZitych patofyziologickych
mechanizmov veducich k poskodeniu tenkého ¢reva ako aj daldich distalnych kore$pondujticich
organov. V tomto procese nezastupitefnd dlohu zohrava oxidaény stres a nasledna zapalové odpoved
tkaniv. Oxidaény stres vznikajaci nasledkom repérfl]zie ma za nasledok morfologicko-funkéné zmeny
jednotlivych orgdnov. Ovplyvnenie procesu tvorby oxida€ného stresu mdie velmi vyrazne ovplyvnit
celkov( imunitnt a zdpalovi odpoved' organizmu. Kvercetin je jeden z najrozsirenejsich flavonoidov
a zaroved aj antioxidacne pésobiacich latok. Vyrazné antioxidacné, antimikrobidlne a protizépalové
Gginky kvercetinu davaju predpoklad na jeho pozitivny vplyv pri stavoch charakterizovanych tvorbou
reaktivnych intermediatov kyslika a dusika a masivnej zapalove] odpovede akym je aj IR poSkodenie.
V literattire st odpublikované vedecké €ldnky o pozitivnom G€inku dalSieho rastlinného antioxidanta -
extraktu z tradi¢nej €inskej huby Ligusticum wallichii. Tato huba obsahuje ligustrazin, biologicky
aktivny alkaloid zloZeny z pyrazinového cyklu (tetrametylpyrazin). Bolo dokazané, #e ma
vazodilatagny, antioxidativny, imunomodulatny a antiapoptoticky uéinok. Jeho Gginky pri IR
poskodeni tenkého Ereva rovnako neboli doteraz charakterizované.



Ciefom predkladaného experimentalneho projektu je popisat vplyv vybranych rastlinnych
antioxidantov na rozvoj oxida¢ného stresu a zdpalovej odpovede po IR poskodeni jejuna ako aj
dalich vybranych parenchymatéznych organoch.

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

IR poskodenie tenkého &reva je sti¢astou mnohych patologickych stavov ako aj chirurgickych
zékrokov. Tento proces moze zévaZne ovplyviiovat aj vzdialené Zivotne doleZité organy kde vznika
predpoklad pre ich morfologicko-funkéné poskodenie. Akakolvek pozitivna intervencia v priebehu
vzniku a rozvoja poskodenia po IR inzulte tenkého éreva mdZe mat za nasledok zmiernenie
patologicko-funkénych stavov. Tento zloZity komplex zahffia aktivaciu patofyziologickych
mechanizmov od molekulovej tGrovne aZ po urovefi bunkovi/tkanivovi. V tomto smere ovplyvnenie
uvedenych mechanizmov aplikéciou vybranych rastlinnych antioxidantov — kvercetinu

a ligustrazinu/terametylpyrazinu ako antioxidacne, protizépalovo pbsobiacich prvkov méze mat za
nasledok vyrazné zlepSenie biochemickych ako aj mofologicko-funkénych parametrov jednotlivych
organoch. Ciefom pokusu je popisat vplyv vybranych raslinnych antioxidantov (kvercetinu,
ligustrazinu) na biochemické, histologické a funkéné podkodenie jednotlivych organov ako ndsledok
IR tenkého ¢reva u laboratdrneho potkana in vivo. Podla prehfadu literarnych tdajov v svetovych
odbornych databazach zatial detailny vyskum aplikdcie kvercetinu a ligustrazinu v komplexe
intestinalnej IR nebol cytomorfologicky a cytobiochemicky sledovany a charakterizovany.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné pocty:

Potkan laboratérny (Rattus norvegicus), kmeri Wistar, samce, 92 kusov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v rdimci vykondvania projektu:

Planované antioxidanty (kvercetin, ligustrazin) v uvedenom mnoZstve a spdsobe aplikacie by nemali
mat negativny vplyv na organizmus laboratdrnych zvierat.

Predpokladand urovef krutosti:
Strednd (2 st.)

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdovodnenie prefo sa nembze pouZit alternativna metoda
bez pouZitia zvierat)

Vybrané stavy vyskytujace sa v klinickej medicine nie moZné inak, ako s pouZitim experimentdlnych
zvierat verifikovat. Medzi takéto stavy patri aj akitne ischemicko reperfiizne poskodnie tekného
¢reva. Tento experimentalny. model sa snaZi do urtitej miery simulovat zmeny, ktoré prebiehaja v
tenkom €reve nasledkom jeho poskodenia. V sutastnosti nie je mozné tento model inak verifikovat
iba v experimentdlnom modeli. Iné alternativne modeli (bunkové kulttry) nie st vhodné, pretoze



nesimuluji priamo stav akymi prebiehaju jednotlivé mechanizmy v Zivom organizme. Preto je
pouZitie experimentélnych 2vierat nevyhnutné na opisanie novych mechanizmov ichemicko-
reperfuzneho poskodenia tenkého ¢reva ako aj potencionélne pozitivny vplyv antioxidane.
pbsobiacich latok.

2. Redukcia podtu zvierat:

(zddvodnenie pouZitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
#e sa pouzil minimdainy mozny podet zvierat)

Z hladiska experimentdlneho vyskumu je nutné zabezpetit dostatocny pocet experimentélnych
zvierat so snahou o redukciu chyb v priebehu spracovania vysledkov ako aj na zabezpedenie
Statisticky spracovatelnych vysledkov. Redukcia bola uskutoénena vzhfadom na reperfizny interval ,
kde by bolo aj prinosom uskuto¢nit viacero reperfiznych periéd, aviak vzhfadom na pofet sme
zahrnuli &asové intervaly, ktoré najmarkantnejsie opisuju vznikajice zmeny. Navrhnuty pocet zvierat
bol ustanoveny na zéklade stic¢asnych metdd v experimentdlnom vyskume ako aj vzhfadom na
§tatistickd signifikanciu.

3. Zjemnenie:

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

Vyber druhu laboratérneho zvierata sa opiera o mnohé vedecké prace z odboru experimentalnej
chirurgie, ktory detailne aplikuje poznatky o rozvoji a patogenéze zmien prebiehajtcich pri
jednotlivych chorobnych stavoch. Aplikdcia a translécia stavov z klinickej mediciny do
experimentdlnych podmienok predstavuje zakladn( jednotku vyskumu v tejto oblasti. Redukcia
stresu, utrpenia a bolesti bude zabezpecend na podklade aplikécie anestetik a analgetik |
perioperaénom ako aj poopera¢nom obdobi, aby bol &o v najvy3sej miere redukovany distress
zvierat.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ;’v@ nie



Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Protektivny ginok NO a CO donorov pri experimentalnom infarkte
myokardu s hypertenzivnymi komplikaciami.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: (registracné &islo projektu) X03L / q 4 —22 /]

Kraéové slova v projekte ( max 5 slov):
infarkt myokardu, hypertenzia, oxid dusnaty, oxid uholnaty

Uéel projektu: Zakladny vyskum

Opisat’ ciele projektu:

Ciefom projektu je experimentaine - ligaciou lavej koronarnej artérie vyvolat infarkt myokardu
u normotenzivnych a  NG-nitro-L-argininmetylester  (L-NAME)-hypertenzivnych ~ WKY
potkanov za Ugelom posldenia rozsahu patofyziologickych zmien normotenzivneho a
hypertenzivneho srdca v désledku infarktu myokardu. Druhym, nemenej vyznamnym cielom
projektu je porovnanie protektivneho téinku NO (LA-419) a CO (CORM-3) donora, podaného
intravenozne v reperfiznej faze a nasledne 2 hodiny po reperfuzii. Uloha oxidu dusnatého pri
infarkte myokardu je stale kontroverzna. Pouzitie modelu L-NAME-indukovanej, tzv. NO-
deficitnej hypertenzie pri stgasnej aplikacii NO donora tesne po infarkte myokardu dokaze
prispiet k objasneniu G&inku oxidu dusnatého ako i vhodnosti pouZzitia NO donorov pri
infarkte myokardu. Pouzitie CO donora odpovie na otdzku alternativnej moznosti protekcie
myokardu. Infarkt myokardu a hemodynamika zvierat bude analyzovana defl po operacii a
po $trnastich drioch a to v rdmci jedného zvierata ako i medzi kontrolnou a experimentalnou

skupinou. Patofyziologické zmeny postdime na molekulovej, funkénej a morfologickej trovni.

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

Model L-NAME-indukovanej hypertenzie predstavuje vyznamny nastroj nielen na sledovanie
experimentalneho infarktu myokardu, ale aj na postdenie tlohy oxidu dusnateho pri infarkte
myokardu, ktora je stale kontroverzna. Pri pouZiti uvedeného modelu dokazeme posudit
jednak vplyv nedostatku NO a hypertenzie v désledku tejto deficity na infarkt myokardu a
jednak zistit, & podanie NO donora v reperflznej faze ma protektivny ucinok na
patofyziologické zmeny vznikajlce v dosledku infarktu myokardu. Originalita projektu spociva
aj v podani CO donora pri infarkte myokardu u L-NAME hypertenzivnych zvierat. CO donor,
podla literatary i nasich predbeznych sledovani, méze do istej miery nahradit uéinok NO.
Tento fakt nadobudne na vaznosti prave v pripade, ked pouzitie NO donora vzhladom na
zavaznost a rozsah infarktu myokardu bude kontroverzné. Takio zostaveny experiment
méze objasnit Géinok NO pri infarkte myokardu a zaroven odpovedat na otazku alternativnej
protekcie prostrednictvom CO donora. Uvedeny postup umozni synergicky pristup k lieCbe

MI pri hypertenzii s cielom zvysit' tginnost klinickej lietby tohto zavazneho ochorenia.



Druhy pouzitych zvierat aich predbezné pocty: POTKAN LABORATORNY (rattus
norvegicus) linia WKY 118 ks
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vramci vykonavania

projektu:

Chirurgicky zakrok v celkovej anestéze as primeranou analgézou moze byt spojeny

s miernou pooperaénou bolestou a celkovou nepohodou.

Predpokladané aroveii krutosti: stredna krutost

Uplatriovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Vedeckym oddvodnenim pouzitia zvierat na experiment je, ze su to Zijuce organizmy
poskytujiice interaktivny a dynamicky systém, s ktorym sa d& manipulovat za ucelom
zistenia mechanizmu normalnych funkcii ako aj mechanizmu pri réznych patologickych
ochoreniach. Vysledkom je lepsie pochopenie Zivého organizmu a tak poznatky mézu byt
iastoéne zovieobecnené na iné druhy, vratane &loveka, smerujlc k vyvoju G€innych terapii
a lepsej metodickej diagnostike v skorych stadidch ochorenia. Zvieracie modely su zvycajne
vo vdetkych oblastiach biomedicinskeho vyskumu avyrazne sa podiefaju na lekarskom

VYVoji.

Pre sledovanie nami vyty8enych cielov nie je mozné pouzit po&itaovy model zvierata a
najvhodnej$im modelom je laboratérny potkan. V projekte sme zvolili normotenzivny

kmei Wistar Kyoto potkanov, ktory bude pochadzat z nasho chovného zariadenia.

2. Redukcia poctu zvierat:

sv v

aby bol experiment Statisticky vyhodnotitelny a zavery v8eobecne prijatelne. Kedze projekt je
zamerany na experimentalne vyvolany infarkt myokardu a literarne udaje o{orakotémii
uvadzaju 60% uspesnost pfeiitia, planovany poéet zvierat sme navysili o dané percento.
Pokial je to mozné, spajame vyhodnotenie parametrov so spolupracuj(lcimi laboratériami,
aby sme dosiahli &0 najvaési poet vysledkov pre Statistickl analyzu pri o najmensom pocte

experimentalnych zvierat.

Po humannom usmrteni zvierat sa odoberie maximaine mnozstvo vzoriek na sledovanie
fyziologickych, biochemickych a morfologickych parametrov. Je zabezpelena spolupraca

medzi laboratériami (ako v ramci UNPF SAV, tak aj s inymi laboratériami), aby sa v rdmci



experimentov jednotlivych laboratérii dalo pouzit &o najvacsie mnozstvo spoloénych
experimentalnych zvierat.

3. Zjemnenie:

Zvierata budu chované v modernom, oficialne schvalenom zariadeni s maximalnym

komfortom. Budl pod stalou kontrolou smiuvného veterinarneho lekara. Osoby, ktoré budu
manipulovat so zvieratami majl viacroéné skusenosti.

U zvierat bude vykonany chirugicky zakrok v celkovej anestéze. Po zakroku budu zvieram

podavané analgetika na zmiernenie poopera&nej bolesti a diskomfortu (podrobny postup vid
navrh prbjektu).

Zvierata budl usmrtené podanim letélnej davky anestetika.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: nie



g Komenského 73, 041 81 Kosice

Priloha €. 2
Netechnické zhrnutie projektu —

“Nazov projektu pokusu: Antimykotoxické a protektivne u€inky huminovych kyselin vo
vykrme hydiny, vplyv na zdravie zvierat, zvy$enie produkénych ukazovatelov a kvalitu
produkovaného mésa. '

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 1/0595/15 - 3060 74 ,I;Z,z/f

KPacové slova (max. S slov): vykrm kuréiat, mykotoxiny, huminové kyseliny, kvalita misa

Uéel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu pokusu

1. Sledovat’ vplyv poddvania huminovych kyselin (pripravok Humac Natur) v koncentracii
0,6 % na klinicky stav a produkéné parametre hydiny.

2. Sledovat’ vplyv testovanej koncentracie na imunitny systém hydiny.

3. Sledovat’ vplyv testovanej koncentracie huminovych kyselin na kvalitu produkovaného
mésa (chemické zloZenie, straty vody, rozkladné zmeny tukov a antioxida¢na aktivita) poas
skladovania v mraznicke a chladnicke.

4. Sledovat’ vplyv testovanej koncentracie huminovych kyselin na histologické a chemické
zmeny Vv jednotlivych organoch a svalovine hydiny.

5. Vykonat’ analyzu mykotoxinov v produkovanom mése.

6. Na zéklade ziskanych vysledkov vyhodnotit’ vplyv huminovych kyselin na zdravotny stav,
produkéné ukazovatele hydiny a kvalitu produkovaného mésa.

Prinos z vykonaného projektu pokusu

Predkladané experimenty su zamerané na sledovania, ktorych vysledky a poznatky sa
buda vyuZivat’ v chovoch hydiny. Aplikdcia huminovych kyselin do krmiva za ucelom
potladenia rastu toxinogénnych plesni, mdZe vyrie§it' problém so stile vy$§im vyskytom
mykotoxinov v krmive, problém niZ§ich hmotnostnych prirastkov a konverzie krmiva, ¢im sa
zlep$i ekonomika chovu, priGom zdravie zvierat a kvalita produkovaného mésa niclen Ze
ostanu zachované, dokonca predpokladame zlep$enie v sledovanych parametroch.

Druhy pouzitych zvierat

V experimente budi pouZité jednodiiové kurCatd brojlerového komeréného hybrida
Cobb 500 samdieho aj samicieho pohlavia. V experimente bude pouZzitych 80 kusov kuréiat
rozdelenych do dvoch skupin (2 x 40 ks).
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v ramci vykondvania
projektu pokusu:

Pocas sledovaného obdobia zvieratim nebude zabranené v prirodzenom spravani,
vratane obmedzenia Standardov na umiestnenie, chov a starostlivost a nebude im vo
vyznamnej miere nari$and pohoda ani celkovy stav.



UNIVERZITA VETERINARSKEHO LEKARSTVA A FARMACIE V KOSICIACH
Komenského 73, 041 81 Kodice

Predpokladana viroveii krutosti:

Na zdklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznadit’ ako
,,slabi“, bez moZnosti zotavenia.

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Postup nie je moZné vykonat® alternativnym spdsobom, pretoze sa jedna o finlne testovanie
fyziologickych a patofyziologickych u¢inkov (mechanizmu G¢inku huminovych kyselin) na
makroorganizmus. Sudasne sa jednd o Stdium vplyvu huminovych kyselin z hl'adiska
klinickych, imunologickych a biochemickych parametrov hydiny ako aj chemického zloZenia
a kvality produkovaného misa. Jedn4 sa o interakciu organizmu a huminovych kyselin, o nie
je moZné uskutodnit’ v in vitro podmienkach.

2. Redukcia poétu zvierat:

V postupe bude pouzitych 80 kusov jednodiiovych brojlerovych kuréiat , rozdelenych do 2
skupin — 1 kontroln a jedna pokusnd po 40 kurciat. V ramci kazdej skupiny sa uskutoCni
véZenie kuréiat na 1., 14., 21. 28., 35., 42. deti vykrmu. U kur¢iat sa bude sledovat’ celkovy
klinicky stav zvierat, produkéné parametre hydiny vplyv na imunitny systém, na kvalitu
produkovaného mésa (chemické zloZenie, straty vody, rozkladné zmeny tukov a antioxidatnd
aktivita) potas skladovania v mraznitke achladnitke, vplyv na histologické a chemicke
zmeny v jednotlivych organoch a svalovine. TaktieZ bude vykonand analyza mykotoxinov v
produkovanom mise. Poéty kusov kuréiat v skupine (40 ks) povaZujeme za dolnt hranicu pri
pozorovaniach tohto druhu, vritane Statistického vyhodnotenia konvenéného experimentu,
aby vysledky pozorovani mohli byt doporugené aj pre pouZitie v praxi.

3. Zjemnenie: :

V experimentoch budii pouZité jednodfiové kur€ata sam¢ieho aj sami¢ieho pohlavia, ktoré st
7 hPadiska $tudia pozadovanych parametrov najidedlnej$im modelovym zvieratom a v plnej
miere spifiaji charakter pilotnych $tidif pri sledovani vplyvu huminovych kyselin na
produkéné ukazovatele a zdravotny stav kuréiat ako aj kvalitu produkovaného hydinového
misa. Na zvieratich sa nebudi vykonavat’ zakroky, ktoré by boli bolestivé, alebo si vyZaduju
anestéziu.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvalovaniu: ano nie



Priloha IT,

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Vekom podmienené zmeny vo funkcii endotelu v experimentdlnej
hypertenzii.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 3095 /74 _ 25 Y
Krucové slova v projekte (max 5 slov): endotel, hypertenzia, SHR, starnutie, WKY
Utel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Cielom predkladaného projektu je komplexné sledovanie zmien vo funkcii endotelu pocas
starnutia u samcov potkanov - normotenznych a dedigne zatazenych hypertenziou. Projekt
umozni zhodnotit’ $pecifické zmeny vo funkcii endotelu v dosledku starnutia resp. v dosledku
hypertenzie a mal by odhalit’ doteraz malo zndme mechanizmy v endotelom sprostredkovanej
regulacii kardiovaskuldrneho systému podas biologického starnutia. Bunkové mechanizmy,
podiel'ajice sa na vyvoji endotelovej dysfunkcie podas hypertenzie a starnutia, doteraz nie st
celkom zndme a dostupné literarne udaje sa kontroverzné. Pri pokusoch ozrejmit’ dlohu
endotelu v reguldcii tlaku krvi a vazorelaxacie v experimentalnej hypertenzii a najmi v
procese starnutia boli pozorované rozmanité vysledky. Navyse, demografickd situécia je
celosvetovo charakterizovand starnutim populdcie, pri¢om sa predpoklada, Ze tento trend bude
narastat” aj v buducich desatro&iach. Tato situicia ma nielen medicinsky, ale aj socialno-
ekonomicky vyznam. Starnutie organizmu je neodvratny fyziologicky proces. Predstavuje
komplex biologickych, psychickych a socidlnych zmien. Zmeny postihuji prakticky vietky
systtmy a orgény, v ktorych vznikaju $pecifické degenerativne, morfologické a funkéné
zmeny. Na poruchéch trofiky jednotlivych orgénov sa vyznamne podiela starnutie cievneho
systému, najmi poruchy endotelu, aterosklerotické zmeny, zhrubnutie médie a zvySend
rigidita ciev. Je vSeobecne uznané, Ze ,,élovek je taky stary, ako s staré jeho cievy”. Navyse,
artériovd hypertenzia je jeden z najvyznamnejsich rizikovych faktorov pre vznik
kardiovaskularnych ochoreni. Je zname, Ze so zvySujicim sa vekom narast aj podet Pudi s
vysokym krvnym tlakom. Ako populécia starne, zvysuje sa aj prevalencia hypertenzie. Pritom
je zndme, Ze u hypertenznych jedincov vaskularne starnutie prebieha rychlejsie a je spojené s
fenoménom tzv. EVA syndrému (early vascular aging). Uvedené skutoénosti determinuju aj
nase ciele ¢o najkomplexnejsie zhodnotit' vekom podmienené zmeny funkcie endotelu, a to v
zavislosti od pritomnosti hypertenzie.

Prinos z vykonaného projektu:

Originalita predkladaného projektu je zaloZend na komplexnom zhodnoteni funkénych a
biochemickych zmien endotelu podas starnutia a v pritomnosti hypertenzie. Na zéaklade
znamej heterogenity vlastnosti endotelu, ktoré su zavislé od velkosti a typu ciev, v naSom
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projekte zhodnotime rdzne typy ciev, & nim umoni integrovany pohl'ad na vekom
podmienené zmeny v cievnom systéme. Takéto komplexnd $tudia, hodnotiaca rozne typy ciev
z vysokotlakového a nizkotlakového systému, doteraz nebola uskutodnens. Ziskané poznatky
by mali podporit’ hypotézu, Ze endotel je cielovou Struktirou pre novu stratégiu ochrany
kardiovaskuldrneho systému uZ podas ~fyziologického starnutia“ a prispiet novymi
poznatkami o mechanizmoch skorého vaskularneho starnutia pocas hypertenzie. Vysledky
pokusov, najmi odhalenie moZnych mechanizmov prispievajtcich k vzniku endotelovej
dysfunkcie, mdZu byt" ddlezité pre d’ali rozvoj novych liediv za u¢elom ochrany endotelu a
zabraneniu tzv. skorému vaskuldrnemu starnutiu (early vascular aging).

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty: Potkan laboratérny, plemeno WKY
a SHR, samce, 90 kusov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v riameci vykonsdvania
projektu: Po¢as merania hemodynamickych parametrov sa s potkanmi zaobchadza Setrne,
avSak moéZe dochddzat k miernej nepohode a strachu. Podas celého trvania projektu
nepredpokladdme nepriaznivy vplyv na zvierata.

Predpokladani drovei krutosti: bez moZnosti zotavenia
Uplatiiovanie zdasad 3R

1. Zdsada nahradenia Zivych zvierar (replacement)

Funkénd, ako aj biochemickd heterogenita vlastnosti endotelu (zavisla od typu a velkosti ciev
vorganizme) bohuZial neumoZiiuje v naSom projekte nahradit’ animalny model
alternativnymi met6dami, ktoré by nahradili podmienky v in vivo modeloch. Pre sledovanie
nami vytyéenych ciefov nie je moZné pouzit’ pocitatovy model zvierat'a a najvhodnej$im
modelom je laboratorny potkan. Vietky zakladné principy platné pre zvieraci organizmus
maji vyznam aj v humannej fyziolgii, lebo gj Clovek je tvor, ktory sa utvoril v procese
evoliicie a preto neobmedzene podlicha zakladnym zdkonom animalneho Zivota. Vedeckym
oddvodnenim pouZitia potkanov na experiment je, Ze su to Zivé organizmy poskytujtice
dynamicky systém a vd’aka svojej podobnosti v zékladnej stavbe aj funkeii srdcovocievnej
sustavy s €lovekom, st vhodné na objasnenie pricin fyziologickych a patofyziologickych
problémov huménnej mediciny. Spontinne hypertenzny potkan (SHR) je najvhodnejsim a
najcastejSie pouZivanym laboratérnym modelom pre vyskum l'udskej esencidlnej hypertenzie
(EH). Patogenéza hypertenzie u SHR sa v mnohych aspektoch podoba EH u I'udi a preto je
vhodnym modelom pre jej fyziologické a biochemické Studie. V projekte sme ako
normotenznu kontrolu zvolili kmeti Wistar-Kyoto potkanov podra literArnych tdajov.

V' medzindrodnych databazach a databazach medzindrodnych patentov (Alternatives to
Animal  Testing: ECVAM, CAAT, Altweb, ALTBIB;  http://www.google.sk/,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, http://www.patents.com/,
http://www.epo.org/index.html) sme hPadali alternativne metody, ktoré by nahradili pouzZitie
experimentalnych zvierat.

2. Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)
Projekt je planovany s minimalnym pod&tom experimentéalnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu abola zabezpedend reprodukovatelnost a validita pokusu pre fyziologické,
a biochemické analyzy, ich Statistické vyhodnotenie a aby boli zdvery vieobecne prijatens.
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Projekt je zostaveny tak, aby sme dosiahli &o najvacsi podet vysledkov pre $tatistickn analyzu
pri ¢o najmenom podte experimentalnych zvierat.

Po huménnom usmrteni zvierat sa okrem ciev odoberie maximalne mnoZstvo vzoriek (krv,
daldie tkanivd a orginy) na sledovanie funkenych, biochemickych ako aj niektorych
morfologickych parametrov. Medzi Jednotlivymi laboratériami ustavu, ako aj sinymi
laboratériami bude zabezpedens spolupréca, aby sa v rameci experimentov dalo pouZit' &o
najvicSie mnoZstvo spoloénych zvierat.

3. Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieratd budli chované v modernom, schvalenom chovnom zariadeni s maximalnym
komfortom. Zvieratd budi pod stalou kontrolou zmluvného veterindrneho lekara. Osoby,
ktoré budi manipulovat’ so zvieratami, maju viacroéné skisenosti. Zvieratd budi umiestnené
v stalych socidlnych skupinich aZ do konca pokusu. Potkany v priebehu pokusu preZivaja
mierny stres, ktory budeme minimalizovaf Setrnym zaobchadzanim a obohatenim prostredia
predmetmi na hru a ohryzovanie. Usmrtenie bude prebiehat’ bezbolestne v hibokej celkovej
anestézii. Zvierat sa najskor vystavia uéinku oxidu uhli¢itého v uzavretej naddobe az do straty
vedomia. V hlbokom bezvedomi budu nasledne dekapitované, odoberie sa im krv a po
otvoreni hrudne;j a brusnej dutiny budi odobraté prislusné cievy a d’alsie tkanivé a orgény.

Projekt bude podliehat’ opsitovnému schvalovaniu:  nie
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Priloha &. 2

Netechnického zhrnutia projektu
Nézov projektu: Uinok stimul4cie na funk&nd obnovu po poskodeni miechy.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 2/0187/13 -S09% Ih- L/
Klicové slova v projekte (max 5 slov): poranenie miechy, stimulacia, elektrofyzioldgia,
regeneracia, potkan.

Ukel projektu:
Zéakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulatné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare 'udi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokos§kolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alieho pouZivania v postupoch

Ak je iny tcel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

(napr. nie st eSte vysledky ztakéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania zhladiska
vedy, z klinického hl'adiska)

Napriek intenzivnemu usiliu experimentélnych a klinickych pracovnikov sa zatial’ nepodarilo najst’
ucinnu terapiu pre obnovu nervového tkaniva po ischemickom alebo traumatickom poskodeni. Ani
jeden z maéla klinicky schvélenych postupov nevedie k uspokojivym vysledkom. Cielom
navrhovaného projektu je zvysit’ ucinnost’ siasnych terapeutickych postupov pomocou dlhodobej
podprahovej elektrickej stimuldcie poskodeného tkaniva, ktord sama o sebe napomaha regeneracii
axonov a usmeriiuje ich rast. Pocas dlhodobej stimuldcie zvierat budeme testovat’ stupefi ich
funkénej obnovy snimanim miechovych vyvolanych potencidlov a behavioralnym testovanim
(BBB, open field). Po ukonceni experimentu bude miecha v oblasti 1ézie podrobend histologickej
a imunohistochemickej analyze.

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

Na3a stratégia v lie¢be traumou poskodenej miechy je zaloZend na kombindcii predchadzajicich
experimentdlne sl'ubnych terapii a dlhodobej podprahovej elektrickej stimulécie. Implanticia
miniatirneho elektrického stimulatora po akdtnom traumatickom po$kodeni miechy ndm umoZni
podporit’ rast poSkodenych axonov aplikaciou velmi slabého usmerneného elektrického pola.
V pripade pozitivneho efektu je moZzné tito terapiu vyuZit' na zvySenie u&innosti ostatnych

spdsobov terapie poSkodenej miechy (farmakologické, transplantaéné, atd’.). Spravne nasmerovanie
regenerujucich axénov je pre spravnu funkciu miechy kritické. Podas experimentu budu zvierata
testované elektrofyziologicky (vyvolané potencialy) a behaviordlne (open field, BBB skoére), po
odbere tkaniva miechy bude hodnoteny axonalny rast, poget regenerovanych axénov a smer ich
rastu. Aj maly pokrok v terapii by znamenal obrovskl zmenu v kvalite Zivota pacientov po Uraze
miechy.



Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
V experimentoch budi pouzité laboratérne potkany (Rattus norvegicus) kmetia Wistar, samice
v poéte 80 ks na celt dobu rieSenia.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZzité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Kompresia alebo hemisekcia miechy bude uskutonena z jej dorzalnej strany, ale tlak na miechu
vyvola poSkodenie, ktoré sa rozsiri aj do okolia. Tym sa porusia zakladné motorické reflexy, ktoré
zabezpeduju stalu adaptaciu dizky svalu na pohyb, d’alej polysynaptické reflexy, ktoré ukonéuju
kontrakcie vyvolané napinacim reflexom a exteroceptivne reflexy, ktoré vznikaji drazdenim
receptorov uloZenych predovsetkym v kozi. Tieto reflexy budd po traumatickom po$kodeni miechy
zachované iba &iastoéne.

Predpokladana tGroven krutosti:
Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznalit’ ako
,.Stredni”,

Uplatinovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zddvodnenie preco sa nemoze pouzit’ alternativna metdda
bez pouzitia zvierat)

Poranenie miechy ako aj nasledna regenericia su procesy dynamické, tazko predvidatel'né a hlavne
zavisiace na mnohych faktoroch. Z tychto dovodov nie je moZn€ uskutoénit’ dané experimenty
alternativnym spdsobom bez pouZitia zvierat. Daldim argumentom pre pouZitie zvierat je
nenahraditel'nost’ fyziologického a behavioralneho testovanie pre koneéné zhodnotenie uéinkov
terapie.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia uréené¢ho poctu zvierat, akym sposobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouZzil minimalny moZny pocet zvierat)

Pocet 80 ks zvierat bolo stanoveny ako kompromis medzi skuto€nostou, Ze v experimentoch
predpokladame velku individualnu variability vysledkov (z tohto dévodu by bol optiméalne podet
zvierat v skupinach aspoti 10 kusov) a dostupnost'ou stimulatorov, nakol'ko kazdé zviera musi mat’
vlastny stimulator. Nami stanoveny pocet zvierat je minimalny, podl'a naSich doterajsich skusenosti
najniz$i vhodny pocet pre ziskanie Statisticky vyznamnych vysledkov.

3. Zjemnenie:

Vietky zdkroky, ktoré budu na zvieratadch uskutocnené, budu vykondvané pod celkovou anestézou,
t. j. nebudu pre zvierata bolestivé.

(Vysvetlit' vyber pouzitych druhov zvierat, zddvodnenie pouZitia zvierata, objasnenie sposobu ako
sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecke ciele projektu)

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: &no  nie



Priloha ¢&. 2
Netechnické zhrnutie projektu - 3403 / 14-224

Nazov projektu:
Uloha stresovej odpovede mezenchymovych stroméalnych buniek v rezistencii Pudskych naddorovych
buniek na lie€bu

KI'icové slova:
Karciném prsnika, karcindm ovarii, mezenchymové stromalne bunky, chemorezistencia

Ukel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel’ projektu:

Cielom pokusu je analyzovat’ mechanizmus, akym moéZzu ludské mezenchymové stromalne bunky
prispievat” ku vzniku rezistencie na chemoterapiu v nddorovych bunkich mammarneho karcinému.
Predkladany projekt je sufastou naSho dlhodobého vyskumu, v ktorom sledujeme komplexné
interakcie nadorového mikroprostredia na biologické vlastnosti nadoru so $pecifickym zameranim
na ulohu mezenchymovych stromalnych buniek.

Prinos projektu:

Popisanie mechanizmu interakcif medzi nddorovymi bunkami a bunkami nidorovej strémy
mdze byt uzitoéné v pripadoch, kedy je potrebné podporit’ i€inok chemoterapie prostrednictvom
ovplyvnenia stromélnej zlozky nadoru.

Chemoterapia stdle zostava jednym 2z hlavnych pilierov v lie¢be nadorov. Mnoho
cytotoxickych liekov jednotlivo alebo v kombinécii dosahuje vyrazni protinadorovi odpoved.
Nielen vnatorné (intrinsic) vlastnosti nddorovych buniek, ale aj mnohé faktory v okoli buniek
(extrinsic factors) ako su zloZenie mikroprostredia nadoru uréujii odpoved® na konkrétnu
kombinaciu. Mezenchymové stromélne bunky (MSC) v stréme nadorov menia biologické vlastnosti
nadorov vratane chemosenzitivity. Na$im cielom je urcit, ktoré terapeutické rezimy pre prsnikové a
ovarialne karcinémy st ovplyvnené v pritomnosti stroméalnych buniek. Vyskum chceme zamerat’ na
najcastejSie pouzivané a klinicky vyznamné chemoterapeutické latky ako st cyklofosfamid,
doxorubicin, 5-fluorouracil, cisplatina a paklitaxel. Tieto latky pouzijeme na ovplyvnenie
nadorovych buniek v pritomnosti Fudskych MSC, ktoré reprezentujii nemaligne stromélne bunky.
Bolo potvrdené, Ze MSC sa aktivne vychytavaji v nddore a inkorporuju do jeho strémy. Cielom
projektu je odhalit’, ¢i je mozné zlepSit’ vysledok protinddorovej terapie latkou nasmerovanou pro.
stromalnej zloZke nadoru.

Pocet a druh pouzitych zvierat:
Mys laboratorna 6-8 tyzdiiov, samicky aj samce
¢ kmefi Balb/c Nu/Nu oboch pohlavi (navrhovany pocet 576 na $tyri roky riefenia projektu).
e Kmefi SCID Beige (CD17 Cg-Prkdscid Lystbg/Crl) (navrhovany pocet 128 na Styri roky
rieSenia projektu).

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



Pri modeloch subkutinnych xenotransplantatov neodakdvame vyrazny nepriaznivy vplyv na
zdravotny stav zvierat. V3etky zvieratd, uktorych nador presiahne lem® budi eutanazované
podanim letilnej dévky tiopentalu ip. snaslednou dislokdciou miechy. Rovnako budeme
postupovat’ pri zvieratich s vyraznej§ou stratou hmotnosti a zvieratdch, uktorych budi nadory
vykazovat’ znamky nekrozy.

U metastatickych modelov ogakdvame zhorSenie zdravotného stavu, kachexiu a staZené dychanie.
Tento stav nebude dlhodoby, zvierata budi denne monitorované a zisteni takéhoto stavu budu mysi
eutanazované podanim letélnej déavky tiopentalu i.p. s naslednou dislokaciou miechy.

Predpokladana drovei krutosti:
Stredna pri modeloch subkutdnnych xenotransplantatov
Kruta pri metastatickych modeloch

Sulad s poziadavkami ,,3R“

Nahradenie

Hlodavce v tomto §tadiu experimentov nie je moZné nahradit’ bunkovymi kultdrami, ani nizSim
druhom Zivogichov, experimentom na zvieratdch predchadzajt Stidie v in vitro podmienkach.

Obmedzenie:

Na zéklade naich skusenosti z predchadzajucich projektov a na zaklade Gidajov z vedeckej literattry
sme schopni odhadntit’ zakladné davkovanie buniek aj chemoterapeutik, PoCet zvierat v skupinach ie
minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky Statisticky vyhodnotené. Ak ziskame
Statisticky signifikantné data z mensieho poétu zvierat, nebude potrebné pouzit’ celkovy planovany
pocet.

Zjemnenie:

Zvieratd buda drzané v skupindch umoZiiujucich prirodzené socidlne spravanie so stlym prisunom
potravy a pitnej vody. Prostredie klietok bude obohatené o materidl umoZiiujtici kryt a stavbu
hniezd. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizujii traumatizéciu zvierat pocas injekénych
aplikécii buniek a chemoterapeutik. Na projekte sa budd podielat’ len skiseni pracovnici vyskoleni
na pracu s laboratrnymi zvieratami. Zvieratd s véZne zhorSenym zdravotnym stavom budu
eutanazovaneé.

Spiitné posudenie projektu:
Spitné postdenie projektu vykoname do Styroch mesiacov po ukonéeni projektu, do 30.4.2019.




Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu:

Vyuzitie bunkovej terapie pri rozsiahlych resekciach pecene.

Cislo konania rezhodnutia o schvaleni projektu: 34 42/ A4 ~ 2'2,7
VEGA 1/0592/13

KPicové slova v prejekte ( max 5 slov):

liver injury , rat, mesenchymal stem cell, hepatocytes, liver resection
Uéel projektu:

Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulaéné met6dy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. Z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolo6nif geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alsieho pouZivania v postupoch
Ak je iny Ucel projektu, uvedie sa aky

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

PredloZeny projekt je zamerany na sledovanie moZnosti regeneracie pedene u
potkanov po rozsiahlych 2/3 resekciach pe€ene a po podkodeni petene indukovanom
dimetylnitrézaminom. Regeneracia pe¢ene bude sledovand v dvoch linidch pomocou
implantovanych dospelych hepatocytov a po implantovani mezenchymalnych kmenovych
buniek u potkanov.

Pripravované budi mezenchymalne stromaélne bunky diferencované z kmetiovych
buniek kostnej drene potkanov. V predloZenom projekte bude model poskodenej pedene
predstavovat’ v prvej skupine potkany po 2/3 resekcii pe¢ene , v druhej skupine potkany s
poskodenou pecetiou dimetylnitrézaminom. V oboch skupindch budu potkany este rozdelené
na tri podskupiny, kde bude sledovana moZnost’ regeneracie petene pomocou aplikovanych
hepatocytov, pomocou implantovanych mezenchymalnych kmetiovych buniek a kontrolna
skupina potkanov po aplikacii placeba, fyziologického roztoku do zvysného parenchymu



pecene. V projekte bude sledovana aj kontrolna skupina zdravych potkanov, ktoré
nepodstipia ani resekciu peéene ani jej poskodenie.

U potkanov bude aplikovany dimetylnitrézanim intraperitonealne v jednej davke 40
mg/kg. Budu sledované biochemické parametre na vyhodnotenie hepatotoxického efektu
dimetylnitrézaminu.

Bude vyhodnotené a zistené po akom &asovom intervale st schopné implantované
dospelé hepatocyty a mezenchymalne stromalne bunky zlepsit’ a upravovat’ pecetiové funkcie.

Poopera¢ne na 28 defi budi zvierata utratené dekapitaciou, nasledne budii vykonavané
histologické vySetrenia z pecene, bude sledovana pritomnost regenerovanych hepatocytov.

Takato porovnavacie studia doposial’ nebola vykonana.
Prinos z vykonaného prejektu (napr. aky je prinos pre vedu, ludstvo, zvieratd)

Z daného experimentu bude moZné zistit’, ktory model bunkovej terapie bude vhodny
na regeneraciu poSkodenej pecene, mezenchymové kmetiové bunky alebo dospelé hepatocyty.
Pre vedu l'udstvo budi vysledky pokusu vyznamné tym , Ze poskytnii novi informécie a tom,
ktorym smerom sa ma vyskum bunkovej terapie pri poskodeni pedene uberat.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné poéty:

Potkany plemena Sprague-Dawley, samce 80

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

Pocas experimentu zvieratd postipia operatny vykon 2/3 resekciu peene, budd im podévané
lieky, anestetikd , analgetika, intraperitonedlne podavany DMN. Neskér budi operované
a budt im poddvané mezenchymalne kmefiové bunky a hepatocyty.

Predpokladana tiroven krutosti:

Slaba —az stredna krutost’

Podavanie liekov, odber krvi slab4 tiroveti krutosti.

Opera¢ny vykon stredna krutost’, pooperadne podavanie lickov — slabé krutost’
Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie pre€o sa nemdZe pouZit’ alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)



Bez poufitia zvierat sa nezistia moZnosti regeneracia pomocou kmetiovych buniek
a hepatocytov. Nebude sa dat’ porovnat’ ich t¢inok na regeneraciu.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia
objasnenie toho, Ze sa pouzil minimalny moZny podet zvierat)

>

Pocet zvierat je obmedzeny na minimum , v kazdej skupine 10 zvierat.

Poskodena peceti dimetylnitrézaminom — 30 zvierat — tri skupiny — lieGené
a)mezenchymovymi kmefiovymi bunkami, b) heptocytmi, ¢) kontrolna skupina

Poskodenie pecene resekciou - 30 zvierat poskodenie pedene - 2/3 resekcie pecene - tri
skupiny — lie¢ené a)mezenchymovymi kmefiovymi bunkami, b) heptocytmi, ¢) kontrolna
skupina

10 zvierat : priprava buniek
Z toho 8 zvierat - odber kostnej drene — priprava kmefiovych buniek
2 zvierata odber petene — hepatocyty
10 zvierat — kontrolna skupina — zdravé zvierata bez poskodenia pecene
3. Zjemnenie:

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

Potkany SD - pod4vana anestéza pocas operacie, pooperatne analgetika. Setrné
zaobchadzanie so zvieratami zabezpedia pracovnici so skusenostami v pracou
s laboratérnymi zvieratami

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: 4no  nie



Priloha €. 1
N&zov projektu: Molekuldrne mechanizmy adaptécie preimplantaéného embrya (VEGA 2/0039/15)
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 3) 1 5/5-—/‘/%1 - A

/

Klti¢ové slova v projekte ( max 5 slov): Preimplantané embryo, matersky stres, poskodenie DNA,
opravy DNA

Ukel projektu’: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

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

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich daldieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny uce! projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu: PredloZeny projekt je zamerany na $tidium skorého embryonalneho vyvinu vo
vztahu k stavu materského organizmu, najma na posobenie materského stresu. V prvej asti projektu
budu experimenty skiimajtce Géinky materského stresu pésobiaceho pocas preimplantacnej
vyvinovej periédy na metabolicky status a vyvin embrya. Budeme analyzovat vplyv stresu
pdsobiaceho v preimplantaénom obdobi na kvalitu embryi, pricom bude zohladneny metabolicky
status matky. Zameriame sa aj na dlhodobé Gginky stresu posobiaceho v preimplantatnom obdobi. V
druhej €asti projektu budd skimané molekuldrne mechanizmy, ktorymi stresové mediatory pdsobia v
bunkach preimplantaénych embryi. V rdmci in vitro experimentov sa zameriame na Studium
signainych drah aktivovanych stresovymi induktormi po poskodeni DNA.

Prinos z vykonaného projektu: Vysledky ziskané v rdmci tohto projektu na experimentalnom modeli
mysi, poskytnu ddlezité informacie potrebné pre Studium vplyvu materského stresu (v kontexte
metabolického stavu materského organizmu) na skory embryondlny vyvin u hospodarskych a
domécich zvierat, ako aj u ludi. Tieto poznatky budi priamo vyuZite/né v humannej a veterinarnej
medicine pri zlep$ovani reprodukéného zdravia, zvySovani Uspesnosti gravidity, prevencii skorych
prenatélnych strat, pri technikéch asistovanej reprodukcie ako aj v regenerativnej medicine.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty: Modelovym zvieratom pre vietky experimenty bude
mys$ laboratdrna (kmefi ICR). Pri zohladneni vietkych potrieb vedeckého vyskumu i predpisov
stanovenych v nariadeni vlady 377/2012 Z.z. by maximalny pocet pouZitych zvierat za celé obdobie
trvania projektu (01/2015-12/2018) nemal prekrocit 3130 mysi.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v rdmci vykonavania projektu: Okrem
krdtkej imobilizécie, dietetickych zmien u Easti zvierat, neinvazivneho merania objemu tuku a



hormonalnej indukcie pohlavného cyklu u &asti samic nebude pokusnym ani kontrolnym zvieratam
spdsobovany Fiaden dalsi diskomfort. Vietky invazivne zasahy (izoldcia embryi a odber krvi) budu
vykonané aZ po ich usmrteni.

Predpokladana troven krutosti: Vietky postupy vykondvané v rdmci pokusov spadajd do kategdrie
krutosti ,slabé®, tzn. zvieratd v ich désledku nebudd pocitovat Ziadnu alebo iba kratkodobd slabd
bolest, utrpenie alebo strach.

Uplatiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Planované experimenty nie je moZné vykonat alternativnym spdsobom bez poutZitia Zivych zvierat.
DoterajSie poznatky o problematike neumoZiiuju vytvorenie adekvétneho in vitro alebo pocitatového
modelu, ktory by dokazal simulovat zloZity vztah medzi stresom a metabolickym stavom matky a
reprodukciou.

2. Redukcia poctu zvierat:

Planované experimenty su zostavené tak, aby bolo pre dosiahnutie o¢akavanych vysledkov pouZitych
¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnozstvo vystupnych informdcii z kaZzdého pouZitého
pokusného zvierata. Pocet pouZitych zvierat (3130) bol stanoveny tak, aby bola zachovana
reprodukovatelnost a validita pokusov pri minimdlnom objeme vstupného materialu. Odchov samic
bude prebiehat cyklicky a ziskavanie biologického materialu sa ukonéi v okamihu, kedy bude
zabezpetend adekvatna kvantita vzoriek poskytujlca interpretovatelné a Statisticky preukazne
vysledky. Usmrcovanie zvierat s ndslednym zberom biologického materidlu je v postupe nastavené
tak, aby mohlo byt vo vzorkdch vySetrenych paralelne tolko parametrov, kolko bude technicky
mozné. V pripade vysokej kvality/kvantity ziskanych embryi méZu byt redlne poCty pouZitych zvierat
nizsie.

3. Zjemnenie:

Hlavnym dévodom vyberu mysi laboratérnej je vysokd reprodukéna schopnost druhu (pocetnost vo
vrhu, rychla generaéna vymena, celoroény pohlavny cyklus mysi), ktord umozni ziskanie potrebného
biologického materialu v relativne kratkom Ease. Planované experimenty su zostavené tak, aby bola
minimalizovana bolest alebo stres pouZitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpeleny primerany
welfare od ich narodenia aZ po smrt. Zvieratd si umiestnené vo vyhovujlcich zoohygienickych
podmienkach, je im poskytnuté obohatené prostredie. Zdravotny stav je priebeine sledovany,
eutandzia zvierat je zabezpelené cervikdlnou dislokaciou. VSetci pracovnici, ktori prichadzaju do
styku so zvieratami s prislugne pouéeni a budu dbat na humanny pristup k zvieratdm a starat sa o to,
aby neboli v Ziadnej faze pokusov vystavované zbytoénému stresu.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: nie a(,u 31{ C 72‘3 40) ;’%4%161\7[

>€u 1 SUPS 5o

KedZe v projekte nie st pouZzité primaty ani postupy klasifikované ako ,,krute a ani tak nestanovuje
vyjadrenie etickej komisie, spatné postdenie projektu nie je podla § 37 NV 377/2012 Z.z. nutné.
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU: <> %% / 14-22.1

Nazov projektu: Modulacné ulinky probiotickych baktérii na imunitu hostitela pri
parazitozoonoze vyvolanej Trichinella spiralis

Ukel postupu:

zakladny vyskum, overenie akosti, U€innosti a bezpecnosti probiotickych baktérii a) na
odstranenie, prevenciu ana lieCbu chordb (trichinel6za), poSkodenia zdravia alebo inych
neprirodzenych stavov ¢loveka, zvierat b), usmertiovanie alebo upravu fyziologického stavu
alebo fyziologickych procesov ¢loveka, zvierat.

Ciel projektu: Vystupom projektu bude kmenovo-Specificka charakteristika imunogénnych
vlastnosti 5 testovanych bakteridlnych kmetiov ako moZnych kandidatov na profylakéné alebo
terapeutické ovplyvnenie imunitnej odpovede hostitel’a pri trichineloze.

Prinos projektu: Rzne probiotické kmene (napr. laktobacily, bifidobaktérie, enterokoky) sa
vyznaluju zdraviu prospeSnou aktivitou, chrania hostitela pred moZnymi patogénmi a daldim
mechanizmom ich pozitivneho u€inku je modulacia imunitnej odpovede. Z imunologického
hl'adiska, probiotické kmene predstavuji novu stratégiu v boji a prevencii rdznych &revnych
infekcii, aj parazitarnych. LepSie pochopenie molekularnych mechanizmov suvisiacich
priaznivym pdsobenim probiotickych baktérii na infekciu parazitom je doleZité pre overenie
vyuZitia probiotik v lie¢be. Pre tento vyskum je treba pouZivaf Specificky-definované
protokoly (konkrétne probiotické baktérie a experimentilne modely).

Celkovy pocet zvierat v etapach I-V: 806 my§i BALB/c (roky 2015-2017)

Dodrziavanie zasad 3 R

Zasada nahraditelnosti zvierat: Pre experiment boli zvolené laboratérne mysi inbredného
kmefia BALB/c, ktoré su potrebné pre imunologické 3tudie. My§ ako drobny cicavec je
stiast'ou zivotného cyklu parazita pouZitého v experimente. Imunitny systém my3i je pribuzny
imunitnému systému Cloveka. Pokus nie je moZné vykonat alternativnym spdsobom, pretoZe
predmetom studia je vzt'ah probioticky kmetfi — hostitel' — parazit.

Zasada zjemnenia pokusu pouZitim anestézie a analgetik: VzhPadom na to, e aplikacia
probiotick;'fch kmefiov bude uskutoCnena per os sondou a nespdsobuje zvieratam ¥iadne bolesti,
nevyzaduje si Ziadnu anestézu. Infekcia zvierat larvami parazita bude kratka a nebolestiva,
larvy v pufrovacom roztoku budu aplikované sondou per os, &o si nevyzaduje podavat’ my$iam
pripravky na zmiernenie bolesti. Priebeh parazitirnej infekcie a intoxikdcie nespdsobi
zvieratdm bolest. Pri odbere krvi budi mysi v celkove]j pentobarbitalovej anestéze a nasledne
budu usmrtené cervikalnou dislokéciou, aby mohli byt odobraté organy - slezina, peleti, tenké
Crevo a svaly. Denne sa bude sledovat’ zdravotny stav my$i a v pripade pritomnosti znamok
utrpenia, zhorSeného zdravotného stavu budi humanne usmrtené cervikalnou dislokéciou.
Zasada zniZovania podtu zvierat: Poget zvierat Ziadanych pre pokus je determinovany po&tom
skupin, ktorym sa budi aplikované rdznu dobu problotlcke kmene abudd infikované T.
spiralis. Potet zvierat v jednotlivych skupindch si vyZaduje polet odberovych dni aje
minimalny pre Statistické vyhodnotenie vysledkov.

Klasifikacia krutosti postupov

1. Slabé: neinvazivne podavanie bakterialnych kmefiov alariev parazita cez sondu bez
pouZitia anestézy, v objeme limitovanom pre velkost a druh zvierata (100 — 150 ul) a

_ intraperitonealne podavanie anestetika (Pentobarbital Spofa, 50 mg/kg.%.h.) pred odberom
krvi, rychle usmrtenie cervikalnou dislokaciou.
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Priloha Il
Priloha ll

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

Uloha perivaskularneho tukového tkaniva v regulécii cievneho tonusu u potkanov s kardiovaskularnou
dysfunkciou

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 5;/1574,/ 16 -224
2/0202/15 (Registraéné &islo projektu)

Kracové slova:
Perivaskularne tukové tkanivo, magistraine tepny, sympatikovy nervovy systém, hypertenzia, fruktoza

Uéel projektu:
Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Hlavnym ciefom tohto projektu je studium ulohy perivaskularneho tukového tkaniva a jeho vplyvu na
funk&né prejavy artérii za normalnych podmienok a pri patologickych stavoch slvisiacich najmé so
zvy8enym krvnym tlakom a so zretelnymi zmenami v cievnej Struktlre a reaktivite.

Ulohou nasich experimentov bude:

— zistit korelaciu medzi vy$kou krvného tlaku a zmenami v modulagnom vplyve perivaskularneho
tukového tkaniva na funkeiu ciev. Stadia sa uskuto&ni na kmefioch normo- a hypertenznych potkanov
v roznych vekovych tadiach (resp. v réznych fazach rozvoja hypertenzie);,

—~ sledovat odchylky v modulacii cievnej funkcie perivaskularnym tukovym tkanivom pocas
dietetického zasahu vedlceho k zvydeniu hladiny krvnych lipidov i celkovej telesnej adipozity (napr. pri
dlhodobom nadmernom prijme fruktézy u potkana), ktoré je sucasne sprevadzane zmnozenim
perivaskularneho tuku a tiez zmenami vcievnej reaktivite (endotelové dysfunkcia, zhorSenie
kontraktilnych viastnosti a pod.).

Pre detailnej$ie poznanie mechanizmu pdsobenia perivaskularneho tukového tkaniva na funkciu ciev
budeme sledovat' reaktivitu izolovanych magistralinych artérii so zachovanym alebo odstranenym
periarterialnym tukom, pri¢om sa zameriame najmé& na:

— vplyv perivaskularneho tukového tkaniva na velkost' cievnej relaxacie (zavislej a nezavislej od
endotelu) a kontrakcie (indukovanej viacerymi konstriktorickymi &inidlami, napr. noradrenalin,
serotonin, angiotenzin ll, KCI), ¢im sa zisti, ktoré funkéné receptorové systémy su najviac ovplyvnene
pritomnostou tejto &truktary, resp. zmeny vich vzajomnych vztahoch pri hypertenzii ainych
patologickych stavoch stvisiacich s poruchami v cievnej funkcii;

~ vplyv perivaskulareho tukového tkaniva na prejavy aktivity sympatikovych nervov v arteriach,
kedze tieto Struktiry spolu anatomicky tesne suvisia a predpokladaju sa tiez ich vyznamné funkéné
interakcie.

Imunohistochemicky budeme lokalizovat' cievne sympatikové nervové zakonlenia vo vztahu
k perivaskularnemu tukovému tkanivu.



Priloha Il

Prinos z vykonaného projektu:

Ziskané poznatky o Ulohe perivaskularneho tukového tkaniva (PVTT) a jeho produktov prinesu novy
pohlad na regulaciu cievneho tonusu, najma na modulaciu neurogénnych kontraktilnych odpovedi ciev
vyvolanych aktivitou sympatikového nervoveho systému.

Napriek tomu, 2e sa ukazuje, Ze pritomnost PVTT, ako aj jeho funkéné a morfologicke zmeny pri
hypertenzii a pri inych patologickych stavoch mézu vyrazne ovplyviiovat celkovl reaktivitu arterif,
vagsina autorov pri in vitro experimentoch pouZiva vyluéne cievne preparaty s odstranenymi
perivaskuldrnymi  &truktGrami. Za tychto okolnosti sa namerané hodnoty cievnych reakcii
v experimente mo6zu znaéne vzdalovat' od realnych odpovedi v integrovanom organizme. Preto je
i z metodického hladiska potrebné ddkladne S$tudovat a zdérazfiovat vyznam PVTT pri regulacii
cievnych funkgii za normalinych aj za patologickych podmienok.

KedZe v PVTT sa tvoria a uvolfiuju prevazne dilataéne posobiace latky, kioré v experimentalnych
podmienkach spdsobuju redukciu cievnych kontraktiinych odpovedi (Soltis a Cassis, 1991; Léhn et al.,
2002; Gao et al., 2007), o¢akavame, ze vyznam zachovania intakinej perivaskularnej tukovej vrstvy sa
zdorazni aj v klinickej praxi, a to najma pri prevencii vazospazmov, ku ktorym dochadza pri poruseni
alebo odstraneni PVTT pogas izolacie cievnych Stepov pred ich chirurgickym pouzitim (Gao et al.,
2005; Loesch a Dashwood, 2009).

Dalej predpokladame, 2e vysledky rieSenia tohto projektu objasiujiice mechanizmy uvoliiovania
a pésobenia dilatatnych latok z PVTT na cievny hladky sval moéZu poskyinut tiez moZnosti
pre vypracovanie novych stratégii prevencie a terapie kardiovaskularnych ochoreni u &loveka.

Literatara:

1. Soltis EE, Cassis LA. Clin Exp Hypertens 1991; 275: 681-692.

2. Léhn M, Dubrovska G, Lauterbach B, ef al. FASEB J 2002; 16: 1057-1063.
3.Gao'VYd, Lu C, Su LY, et al. Br J Pharmacol 2007; 151: 323-331.

4. Gao YJ, Zeng ZH, Teoh K, et al. J Thorac Cardiovasc Surg 2005; 130: 1130-1136.
5. Loesch A, Dashwood MR. Curr Vasc Pharmacol 2009; 7:58-67.

Pocet a druh zvierat:

Potkan laboratorny (Rattus norvegicus),
O potkan Wistar-Kyoto, samec — 20 ks
[0 spontanne hypertenzny potkan, samec — 20 ks
[0 hrani¢ne hypertenzny potkan (potomok krizenia spontanne hypertenznej matky
a normotenzného Wistar-Kyoto otca), samec — 20 ks
1 potkan Wistar, samec — 20 ks

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

Nepredpokladdme nepriaznivy vplyv na zvieratd pri vykonavani projektu. So zvieratami sa
zaobchadza Setrne, av8ak po¢as merania hemodynamickych parametrov mdze dochadzat ku
kratkodobej miernej nepohode a strachu, ktory sa po opakovanych meraniach zniZuje.

Predpokladana uroven krutosti:
Slabe.



Priloha Il

Uplatiovanie zasad 3R:

1. Zasada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Ciefom planovaného pokusu je Stidium modulagného Gg&inku perivaskularmeho tukového tkaniva
(PVTT) na reaktivitu artérii atiez jeho &truktirno-funkénych interakcii s ostatnymi zlozkami cievnej
steny. Hlavnym prinosom nasich experimentov by malo byt hodnotenie G&asti vplyvu PVTT na
zvySovani krvného tlaku pri genetickej hypertenzii a pri metabolickych a kardiovaskularnych zmenach
vyvolanych nadmernym prijmom fruktézy. Preto planujeme v nasich pokusoch pouzit' rézne genotypy
potkanov, vyznacujlice sa odli$nou genetickou predispoziciou k hypertenzii (Wistar-Kyoto, spontanne
hypertenzné a hranitne hypertenzné potkany), ato vdvoch réznych vekovych &tadiach (u
hypertenznych jedincov pred apo vzostupe krvného tlaku). Okrem toho planujeme pouzit
normotenzné Wistar potkany na vyvolanie metabolického syndromu podavanim nadmerného
mnozstva fruktdzy, pri ktorom dochadza k zvySeniu ich krvného tlaku a stéasne ku kvantitativnym
i kvalitativnym zmenam PVTT. Na zaklade doteraj$ich Gdajov z literattry ako iz nagich vlastnych
skusenosti mézeme usudit, Ze uvedené typy potkanov predstavuj najvhodnejdie modely na
sledovanie vy38ie uvedenych parametrov a na dosiahnutie nami vytyCenych cielov. Zatial neexistuje
Ziadna alternativna metéda, ktora by dostato¢ne nahradila komplexné podmienky v in vivo modeloch.
Dokumentuje to tiez Priloha IV. (Doklad o overovani v registroch medzinarodne overenych a
uznavanych alternativnych metod).

2. Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

V planovanom experimente sa zabezpedi ¢o najnizsi pocet experimentalnych zvierat tak, aby bol
experiment $tatisticky vyhodnotitelny a zavery véeobecne prijatelné. Zvieratam pouzitym na in vitro
experiment sa odoberie maximalne mnoZstvo vzoriek na sledovanie dalgich fyziologickych,
biochemickych pripadne morfologickych parametrov. Ak to bude mozné, zabezpedi sa aj spolupraca
medzi laboratériami (ako v ramci UNPF SAV tak aj s ostatnymi tstavmi), aby sa v rdmci experimentov
jednotlivych laboratérii dalo pouZit' €o najvaésie mnozstvo spoloénych experimentalnych zvierat.

3. Z&asada zjemnenia (refinement)

V experimente nebudu pouzité ziadne bolestivé invazivne metody; potkany pocas pokusu prezivajl
iba mierny stres, ktory budeme minimalizovat $etrnym zaobchadzanim a obohatenim prostredia
predmetmi na hru aohryzovanie. Po ukongeni chronického experimentu, tj. v piatom alebo
v dvanastom tyzdni Zivota, budi potkany humanne utratené. Usmrtenie bude prebiehat bezbolestne
v hibokej celkovej anestézii. Najskér sa vystavia pésobeniu oxidu uhligitého v uzavretej nadobe aZ do
straty vedomia. V hlbokom bezvedomi budt nasledne dekapitované, nechajti sa vykrvacat a po
otvoreni hrudnej a brudnej dutiny budi odobraté prislusné cievy a organy.

Projekt bude podliehat’ op4dtovnému schvalovaniu:
Nie.



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu:

Vyuzitie novych alternativ chirurgickej terapie koZnych defektov a zvysenie ich efektivity
aplikdciou podpornych granulaénych a epitelizaénych pripravkov (avidrny model)

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 3349 / Ay -224

Kracové slova (max. 5 slov): kozny defekt, vtdky, terapia, manaZment

Ukel projektu*: Zakladny vyskum

Regulatné metédy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z. z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Fudi alebo
zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alSieho

pouZivania v postupoch

Opisat’ ciele projektu:
Ciele projektu st nasledovné:

1. Overenie a osvojenie si chirurgickych postupov terapie koZnych defektov s
moznost'ou uplatnenia novych metdd terapie poskodenia koZe vyuZivanych v klinickej
praxi cicavcov pre aviarny model zvierat

2. Bxperimentélne sledovanie ucinnosti aplikdcie komeréne dostupnych epitelizaénych
a granulaénych terapeutik vratane bunkového koncentratu aplazmy bohatej na
trombocyty ziskanych z autolognej krvi experimentélnych zvierat, ako podpornej
terapie, na proces hojenia rany v podmienkach in vivo na modelovom druhu zvierat

(kura doméca /Gallus domesticus/).
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3. Hodnotenie procesu hojenia ran a efektivity aplikdcie vybranych pripravkov, resp.
zvolenej metddy makroskopickym a histologickym vy3etrenim sledovanych
parametrov.

4. Overenie ucinnosti vysledkov ziskanych experimentalnou $tidiou pri terapii koZnych

defektov u vtakov v klinickej praxi.

Prinos z vykonaného projektu:
Vystupom projektu bude vytvorenie novych modernych postupov chirurgického

manaZmentu terapie koZnych defektov aplikovanych do klinickej praxe avidrnych pacientov.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:

V jednotlivych experimentoch bude pouZitd hydina — kura domdca (Gallus
domesticus) nosivého typu ISA Brown vo veku 1,5 roka samidieho pohlavia o priemernej
hmotnosti 2 — 2,5 kg. Experimentdlna $tidia bude vykondvani na 60 kusoch zvierat

rozdelenych do 6 skupin v poéte 10 kusov v kazdej skupine.

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

Pocas sledovaného obdobia zvieratdim nebude zabrénené v prirodzenom spravani
vratane obmedzenia §tandardov na umiestnenie, chov a starostlivost a nebude im vo
vyznamnej miere nariSand pohoda ani celkovy stav. Nepriaznivy vplyv na zdravotny stay
zvierat sa mdZe prejavovat’ v kratkom obdobi po vykonani chirurgického zékroku v podobe
bolestivosti chirurgicky oSetreného miesta, opuchu koZnych a podkoznych Struktir, alebo
neochoty zvierat'a tolerovat’ naloZenie ochrannej bandaZe. Aviak zostladenim jednotlivych
krokov vSetkych terapeutickych postupov by mal byt nepriaznivy vplyv postupov na
zdravotny stav zvierat minimalny. Na potladenie bolestivosti budli zvieratdm aplikované
analgetikd podanim meloxicamu v davke 0,2 — 0,3 mg/kg #. hm. podaného i.m v ¢asom

intervale do troch dni od vykonania chirurgického zakroku.

Predpokladana droveni krutosti:
Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme vyslednu klasifikdciu krutosti
postupu oznacit’ ako ,.stredni s ohPadom na chirurgicky zakrok a zabezpefenie uéinnej

stabilizicie procesu hojenia rany.
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Uplatiovanie zisad 3R:

I. Nahradenie zvierat:

Postup nie je moZné vykonat’ alternativnym spdsobom, pretoZe ide o priame testovanie
icinnosti komeréne dostupnych podpornych granulatnych a epitelizaénych pripravkov a
bunkového koncentratu a plazmy bohatej na trombocyty ziskanych z autolégnej krvi
experimentéalnych zvierat na proces hojenia rany a obnovu poruSenej §truktiiry a funkcie koZe
Vv Zivom organizme po vykonani chirurgického zakroku. Ide o zloZity biologicky proces, ktory
zahffia komplex interakcii hodnotenych priamo makroskopicky a mikroskqpicky v in vitro

podmienkach.

2. Redukcia poctu zvierat:

V postupe bude pouZitych 60 kusov hydiny rozdelenych do 5 pokusnych skupin (5 x
10 sliepok) a jednej kontrolnej skupiny (1 x 10 sliepok). Uvedeny podet zvierat re$pektuje
poZiadavku na minimédlny poget zvierat v pokusnej skupine zddévodu zabezpelenia

reprodukovatel'nosti vysledkov a tatistického vyhodnotenia vysledkov.

3. Zjemnenie:

V experimentoch budi pouzitd hydina - kura doméca (Gallus domesticus) nosivého
typu ISA Brown vo veku 1,5 roka samigieho pohlavia, ktora je pre realiziciu cielov projektu
najvhodnej§im modelovym zvierafom. Chirurgické zékroky budi vykonané v celkovej
anestézii pouZitim Setrného inhalaéného - anestetika zabezpeCujiceho rychlej§i nastup
anestézie a prebiidzania sa pacienta a minimalizéciu neZiaducich uginkov. Podas trvania

jednotlivych experimentov nebudii zvieratd vystavované nadbytoénému stresu.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schval’ovaniu: 4no nie
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Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu:

Vyskum ovplyvnenia zapalu, chronickej autoimunitnej reakcie a redoxnej regulacie
organizmu v experimentalnej artritide pouzitim novych latok pre adjuvantn terapiu
reumatoidnej artritidy

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 3 Q 24/ 14 .,224
evidencné Eislo projektu VEGA 2/0044/15

KlfaCové slova v projekte ( max 5 slov):
adjuvantna artritida, transkripéné faktory, cytokiny, oxidaény stres, antireumatika

Ugel projektu:

Na drovni zakladného vyskumu odhalit nepoznané mechanizmy etiopatogenézy
reumatoidnej artritidy (RA) na Grovni expresie déleZitych génov Nrf2 a NF-kappa B
zapojenych do regulacie zapalu a redoxnej rovnovahy organizmu. Pre tento ciel
pouzijeme experimentalny model RA, a to adjuvantnd artritidu (AA) vyvolant u
potkanov kmena Lewis. Rozvoj AA budeme charakterizovat parametrami opisujucimi
imunologickeé, oxidaéné a zapalové procesy. V kombinacii s akutnym modelom
(karageninom indukovany zapal) budeme tieZ hodnotit antireumaticky a protizapalovy
ucinok latok, ktoré doteraz neboli tudované pre terapiu RA.

V projekte hodnotené latky st rozdelené do $tyroch skupin:

I Nizkomolekulové antioxidanty-imunomodulatory: astaxantin, kanolol, derivat
karnozinu a trolox-karnozin

Il. Fytochemikéalie a extrakty: extrakt z plodov Rosa canina L. a jeho frakcie (najma
feruloylaldehyd), extrakt zo zeleného ¢aju a Anonna sp. (polyfenolova frakcia)

Hl. Mastné kyseliny: Omega-3 mastné kyseliny a kyselina punikova

IV. Probiotika: kmen Lactobacillus plantarum LS/07 zbierkové &islo CCM 7766
NajucinnejSie z latok jednotlivych skupin sa potom vyber( do kombinacie s bazalnym
antireumatikom — metotrexatom.

Opisat ciele projektu:

*Na modeli karageninom indukovanom zapale u potkanov §tudovat v monoterapii efekt
hodnotenych latok v troch réznych davkach na velkost opuchu kibov.

*U potkanov s adjuvantnou artritidou (AA) Studovat UGé&innost vybranych latok s
imunomodulaénymi a antioxidaénymi vlastnostami v monoterapii a v kombinacii s
metotrexatom.

*Komplexne analyzovat tito Géinnost pomocou biochemickych (ukazovatele zapalu a
oxidacného stresu) a imunologickych parametrov na systémovej a lokalnej trovni.

*V modeli AA porovnat’ preventivne-terapeutické podanie s terapeutickym podanim pre
vybrané latky.

*Na Urovni expresie dblezitych transkripénych faktorov zapojenych do regulacie zapalu
(NF-kappa B) a redoxnej rovnovahy (Nrf2) objasnit' ich vzajomné prepojenie v regulécii
patogenézy chronickych zépalovych ochoreni, akym je aj RA. PouzZit' kvantitativnu RT-
PCR, ktora nam umozni kvantifikovat’ expresiu mRNA génov Nrf2, NF-kappa B, ako aj
dolezitych zapalovych mediatorov - TNF-alfa, IL-1beta a indukovatefnej NO syntazy
(INOS).

*Na molekularnej drovni sledovat expresiu spomenutych transkripénych faktorov vo
vybranych tkanivach a meranim biochemickych markerov oxidagného stresu rozlisit, ¢i
je pbsobenie vybranych latok priamo antioxidaéné (oxidadno-redukéné reakcie) alebo




nepriamo antioxidacné (zvy$enie antioxidagnej ochrany prostrednictvom Nrf2 alebo
zniZzenim expresie NF-kappa B), pripadne je ich kombinaciou.

Studovat  dysbalanciu  metabolizmu lipidov meranim expresie a aktivity
butyrylcholinesterazy a expresie PPARG transkripénych faktorov v bielom tukovom
tkanive a v peceni potkanov s AA a jej farmakologické ovplyvnenie testovanymi latkami.
*Pre probiotikd (kmen Lactobacillus plantarum LS/07 zbierkové &islo CCM 7766)

Studovat’ vztah artritidy a zmien v poéte laktobacilov a pH ich kolonii v hrubom &reve
potkanov.

Prinos z vykonaného projektu:

Oc¢akavanym prinosom projektu je:

+ objasnenie reguldcie mechanizmov oxidaného stresu v RA,

* preskiimanie novych latok s protizapalovym, antioxidagnym a imunomodulaénym
Gcinkom v lie¢be RA,

+ originalny prispevok v hodnoteni novych terapeutickych kombinaci klasickej
imunosupresivnej lie¢by s imunomodulatormi a s latkami ovplyviiujicimi redoxnt
rovnovahu pre terapiu RA,

¢ zvySenie Ucinnosti metotrexatu bez zvy$enia rizika vyskytu neziaducich uginkov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:

V postupe sa pouzije 1 040 kusov laboratornych potkanov kmefia Lewis, samcov 5-6
tyzdnovych o hmotnosti 120-150 g.

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

Minimalny stres zvierata utrpia pocas aplikacie latok peroralne sondou a pri podani
samotnej anestézy subkutanne. Zvieratd moézu pocitovat mierny diskomfort pri
Ciastocnej fixacii pri aplikacii testovanych latok sondou per os a pri podani anestetika.
Tieto zakroky nemajl na zvierata Ziadne nepriaznivé trvalé uginky.

Pouzité zvierata budu na konci experimentu usmrtené v anestéze a biologicky material
— krv, tkaniva a organy budi pouZité na stanovenie parametrov opisujticich
imunologické, oxida¢né a zapalové procesy.

Predpokladana uroven krutosti: stredna

Podla prilohy ¢.4 nariadenia vlady €. 377/2012 Z. z. sa postupy pouZivané v nasich
experimentoch zarad'uju do kategorii krutosti takto:

Model akutneho zapalu:

1. aplikacia anestézy - kategoria slaba

2. aplikacia karageninu za G€elom vyvolania akitneho zapalu v anestéze -
kategoria slaba

3. preZivanie akutneho zapalu - kategoria stredna

4. manipulacia so zvieratami s potlaéenym akutnym zapalom (meranie opuchu
kibov) - kategéria slaba

5. manipulacia so zvieratami s nepotlacenym akdtnym zapalom (meranie opuchu
kibov) - kategoria stredna

Model adjuvantnej artritidy:

1. manipulacia s kontrolnymi zvieratami (vymena podstielky, vaZenie zvierat, meranie
klinickych parametrov) - kategéria slaba

2. aplikacia anestézy - kategoria slaba

3. aplikacia Mycobacteria butyrica za U¢elom vyvolania AA v anestéze - kategéria
slaba,

4. podavanie latok sondou per os - kategoria slaba



5. prezivanie AA - kategoria stredna

6. manipulacia s artritickymi zvieratami (vymena podstielky, vaZenie zvierat, meranie
klinickych parametrov) - kategéria stredna,

7. odber krvi v 14.dni pokusu v anestéze - kategoria slaba

Uplathovanie zasad 3R:

1. Nahradenie zvierat:

Na dosiahnutie vytyCenych cielov je nutny experiment ,in vivo* , alternativne metody
na rieSenie tohto komplexného problému nie st vhodné.

2. Redukcia poétu zvierat:

PocCet zvierat sme upravili tak, aby sme mali dostatoéné mnozstvo biologického
materialu pre ziskanie seridznych reprodukovatelnych a $tatisticky zhodnotitelnych
vysledkov.

3. Zjemnenie:

Laboratérny potkan kmefia Lewis je vhodny na takyto typ experimentu, lebo nie s
problémy s jeho reprodukciou, je vhodny na sledovanie imunologickych, oxidaénych
a zapalovych procesov. Pri realizacii experimentov sme stres minimalizovali volbou
vhodnych postupov a zabezpetenim pohody pre zvierata v stlade s prevadzkovym
poriadkom pracoviska, kde sa experiment realizuje.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano nie




Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu:

Pouzitie autotransplantacie kmenovych buniek kostnej drene pri lieéeni koznych ran
u potkanov

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 3@’75 '///’029?/
KFi¢ové slova v projekte ( max 5 slov): mezenchymainé kmefiové bunky, hojenie ran,
diabetes mellitus

Uéel projektu”: Translaény alebo aplikovany vyskum s cielom
- zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo lieby choréb, pogkodenia zdravia alebo inych neprirodzenych
stavov ¢loveka, zvierat alebo rastlin alebo ich tginkov na fudi, zvierata alebo rastliny,

Opisat’ ciele projektu:

Je len maly pocet $tudif sledujlcich hojenie exciznych ran na pouzitom modeli u diabetickych
potkanov. Snahou je zistit schopnost migracie kmefovych buniek, ich inkorporacie do
spodiny rany a stimulacie hojenia rany pomocou histomorfologického vysetrenia a
imunohistochémie.

1. Analyza migracie kmenovych buniek z miesta implantacia do rany a inkorporacia do
dermis

2. Sledovanie proliferaénych a diferenciaénych zmien aplikovanych kmefiovych buniek
pomocou histologickych a imunohistochemickych analyz

3. Sledovanie formovania kolaterainych ciev a zapalovych procesov

4. Sledovanie tvorby novych keratinocytov pomocou aplikacie kmeriovych buniek

2. Sledovanie mnoZstva syntetizovaného kolagénu, pritomnosti fibroblastového rastového
faktora a vaskularneho endoteliaineho faktora pomocou Elisa metody

6. Stanovit’ minimalnu koncentraciu kmefiovych buniek, ktora by bola efektivna v urychleni
hojenia rany

7. Porovnat dve experimentalne skupiny zvierat: zdravé a diabetické potkany, za Géelom
zistenie, Ci biologicky efekt by bol aplikovatelny aj u diabetickych zvierat, ktoré maju ovela
tazsi a komplikovanejsi priebeh hojenia ran

8. Zvolenie najoptimalnejSieho média na injikovanie kmefiovych buniek

9. Porovnat dva rbzne spdsoby aplikacie kmefiovych buniek: a) injek&nej alebo b) sprejovej
formy, vyhodnotit' najefektivnej$iu aplikaciu

10. Sledovat dobu prezivania aplikovanych kmefiovych buniek v rane

Prinos z vykonaného projektu:

Prinos projektu spociva v uréeni efektivity pouZitia autolognych mezenchymalnych
kmetiovych buniek pri lie€be diabetickych sekundarnych ran, uréenie moznych rizik,
idealneho mnoZstva, spdsobu podania MKB do rany a porovnanie ich Géinku voéi kontrole
u diabetickych a zdravych potkanov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
Sprague —Dawley , samice 60 ks



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

Zvierata z pokusu budu véetky na konci pokusu usmrcované v celkovej anestéze z dévodu
odberu vzoriek tkaniv. Podfa prilohy &. 2 k nariadeniu vlady &.377/2012 Z. z.: (nadmerna
davka anestetika, dislokacia krénych stavcov).

Predpokladana aroven krutosti:

Postupy pouZité v pokuse budll spadat’ do kategorie slabé (aplikacia intramuskularnych
a intraperitonealnych injekcii, aplikacia anestetik, analgetik, odber glykémie) a stredené
(operacie v celkovej anestéze s primeranou analgézou).

Krutosti postupov podla prilohy &.4 k nariadeniu viady &. 377/2012 Z.z.

Uplathovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

V projekte sa sleduje sekundarne hojenie u potkanov so streptozotocinom indukovanym
diabetes mellitus. Sleduje sa vplyv autolégnych mezenchymainych buniek na hojenie ran
v zavislosti od €asu. Dané javy a procesy nie je mozné sledovat in vitro.

2. Redukcia poétu zvierat:

Pocet zvierat je zredukovany na minimaine mnozZstva potrebne na spravne Statistické
vyhodnotenie projektu. Ohlad sa berie aj na moZnost tmrtia pokusnych zvierat potas
indukcie diabetes mellitus, pri anestéze a pre pripad nedostatoénej kultivacie
mezenchymalnych kmefiovych buniek odobratych z femurov.

3. Zjemnenie:

Potkany rodu Sprague- Dawley budu pouzité pre ich rychlu regeneraénd schopnost, znamu
ucginnost streptozotocinu na vyvolanie diabetes mellitus, jednoduchu manipulaciu, moznost
sledovat’ hojenie rany in vivo na modeloch opakovane popisanych u zdravych potkanov.

V pokuse bude venovana maximalna pozornost realizacii dodrzania podmienok 3R najma v
zjemneni invazivity intervenénych pristupov a $etrnej manipulacii s pokusnymi zvieratami.
Splnenie tychto atribltov sme zabezpedili vyberom experimentalneho timu pri zohladneni ich
profesionality a dlhoroéné skusenosti pri pokusoch na laboratérnych zvieratach.

Stres bude minimalizovany 8etrnym zaobchadzanim s pokusnymi zvieratami, pokusy budu
vykonavane v inej miestnosti ako budui uloZzené ostatné potkany, pri postupoch
vyvolavajucich bolest bude pouzita dostatoéna analgeza.

Zvierata budt usmrcované s najmen$ou mierou bolesti, utrpenia a strachu, podra prilohy &.2
k nariadeniu viady ¢. 377/2012 Z.z.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: nie



Priloha & 2
Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu:
Studium mechanizmov indukovanej reaktivéicie fudskych onkogénnych herpesvirusov na
modeli latentne infikovanej mysi s My&im gamaherpesvirusom

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: %Ll a ‘?/ W) /9&9@4

Klu€ové slova v projekte ( max 5 slov):
Mysi gamaherpesvirus, MHYV, epigeneticka reguldcia, fatencia, reaktivécia

Ugel projektu’: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulané metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 7. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo

zvierat
Ochrana druhov
VysokoSkolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonif geneticky zmenenych zvierat bez ich daldieho pouZivania
v postupoch
Ak je iny (el projektu, uvedie sa aky

Ciele projektu a prinos z vykonaného projektu:

Mysi  gamaherpesvirus (MHV) je modelovy virus vyuZivany pre $tadium fudskych
gamaherpesvirusov, virusu Epstein-Barrovej a virusu asociovaného s Kapogiho sarkdmom,
poskytujlic odpovede na aktualne otazky virusovej infekcie a reaktivdcie z latencie, vratane
pripravy vhodnych vakcin proti chronickej infekcii Spdjanej s Iymfoproliferatx’vnymi
ochoreniami a onkogenézou. Spolu bolo, v byvalom Ceskoslovensku, izolovanych osem
mysich gamaherpesvirusov, pomenovanych MHV -60, -68, -72, -76, -78, -4556, -5682 a -
Sumava (reviewed by Mistrikova et al, 2000). MHV-68, oznacovany aj ako MuHV-4, je
najlepsie charakterizovany, znéma je jeho kompletna sekvencia gendému (Virgin et al., 1997)
asluzi ako referenény kmet (reviewed by Kidelovid and Rajcéni, 2007). Doterajsie
patogenetické Stidie potvrdili, Ye kmef MHV-72 je in vitro velmi podobny MHV-68, ale in
vivo sa vyznacuje niektorymi odlinostami (Raslovid et al., 1999, 2001; Maédkovs et al., 2003;
Valovicovi et al., 2006; Belvonéikova et al., 2008). Chronicka infekcia s MHV-72, na rozdiel
od MHV-68, vedie k vysokému vyskytu lymfémov pecene, plic a nadobligiek. Ten sa dokonca
zvy8il, najmenej trikrat, u mysi liecenych imunosupresivami (Mistrikovd et al., 1999, 1996).
NavySe bola popisana replikdcia MHV-72 v mlie€nych #lazach a dokdzany prenos virusu
materskym mliekom z infikovanej matky na potomstvo (Raslova et al. 2001). V prvotnych
Studiach boli popisané aj restrikénd mapa genému MHV-72, sekvencie vybranych génov
(tymidin kindza, M3 protein, MK3 protein, gp150). MHV-72, ale idalé kmef MHV-4556,
maju réznu patogenitu a lidia sa minimalne v indukcij splenomegilie (Mistrikova et al., 1996;
Oda et al., 2005; Kudelova et al., 2012; Haldsova et al., 2011). Nase neddvne Stadie ukazali,
Ze MHV-72 a MHV-4556 maju, oproti MHV-68, znizend schopnost navodit latenciu a ex vivo
reaktivaciu indukovanu trichostatinom A (TSA) v slezine, pltcach atymuse laboratérnych
mysi latentne infikovanych MHV-72 alebo MHV-4556 (Haldsova et al., 2014). Kiu€ovi dlohu



v tychto procesoch zohravaju jednak vlastnosti virusu kédované jeho gendmom, ale aj
hostitelské faktory. Jednym z faktorov, ktoré maju rozhodujlci vplyv v reguldcii latencie
a reaktivicie virusov, je chromatinizdcia virusového genému a modifikacie histénov -
epigeneticka regulacia expresie virusu (Yang et al., 2009).

Doteraz, boli zdkladné mechanizmy epigenetickej reguldcie $tudované prevaine na
transformovanych bunkovych linidch, ktoré vsak neposkytuji redlny akomplexny obraz
vSetkych interakcii virus-hostitel. Okrem toho, pre Stidium latencie areaktivicie nie je
v sicasnosti dostupna vhodna bunkova linia. Doteraz je pouZivand len nadorova bunkové
linia S11E, ktord vSak wvykazuje wvysokt frekvenciu spontdnnej reaktivacie MHV-68
(Usherwood et al., 1996; Yang et al., 2009). Relativne nova bunkové linia, nazvana NB-78,
derivovand z cervikalneho lymfému mysi infikovanej s MHV-78 (Mistrikova et al., 2006), sice
neprodukuje infekény virus, ale latentne infikovanych je iba 1-2% jej buniek.

Pre detailné Stidium mechanizmov epigenetickej reguldcie latencie a reaktivicie mysieho
gamaherpesvirusu (MHV) v kontexte vplyvu imunitného systému na tieto udalosti je
nevyhnutné navodit latenciu u my3i. Planujeme poufZit tri kmene MHV, MHV-68 — referenény
kmenR, MHV-72 a MHV-4556, ktoré sa od seba odliujd mierou navodenia latencie
a schopnostou reaktivacie (ako bolo spomenuté vy3sie). Predpokladdme, a predbeiné in
vitro testy nam to potvrdili, Ze rozdiely medzi tymito MHV kmefimi v schopnosti navodit
latenciu areaktivaciu su spdsobené tkanivovo 3Specifickou epigenetickou reguldciou
virusového genému. Okrem toho, miera reaktivicie asfiou asociované interakcie virusu
s imunitnym systémom, konkrétne s interferénmi a nimi aktivovanymi signalnymi drahami,
su kmenovo Specifické (Benkdczka et al., 2014).

V poslednych piatich rokoch sa Stidiu epigenetickej reguldcie expresie venuje velkd
pozornost. V odbornej literatdre je moZné ndjst stovky citacii na podobnt tému. Jedineénost
naSich experimentov spoliva vtom, Ze mame kdispozicii dva unikidtne kmene mysieho
gamaherpesvirusu, MHV-72 a MHV-4556, ktoré, ako vyplynulo z nasich doterajsich $tudii, sa
od prototypového kmena MHV-68 odliSuji v mnohych interakcidch virus-hostitel. Vysledky
Stadii realizovanych v rdmci projektu preto mdzu napomdct odhaleniu novych smerov v
liecbe herpesvirusovej reaktivacie alebo elimindcii nddorov asociovanych s herpetickou
chronickou infekciou.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné pocty:
Mys laboratdrna Balb/c, inbred, samice 500 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rdmci vykonavania projektu:
Planované experimenty: navodenie latentnej infekcie a indukcia reaktivdcie virusov in vivo
zaradujeme do kategdrie krutosti postupov ,slabé”, kedZe mysi budd infikované takou
davkou virusu, ktord im nespdsobi Ziadne zdvainé zdravotné komplikacie a vietky aplikécie
{intranazélna infekcia asubkutanne aplikovanie TSA) budd robené vanestéze, pricom
podanad ,latka”, TSA, by nemala vyrazne ovplyvriovat zdravotny stav zvierat.

Ani v jednom 3tddiu pokusu nebudd mat zvierata obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun
potravy a vody. Zvieratd budd umiestnené v v klietkach (max. 5 ks v jednej klietke) s vlastnou
ventilaciou a oznacované budd skupinovymi zdznamovymi kartami. Na konci experimentov
budu zvieratd humanne usmrtené.



Predpokladand trover krutosti:

Vychadzajuc z klasifikécie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykonavat na zvieratach
v planovanych pokusoch zaradujeme do kategérie , slabé*.

Uplatfiovanie zésad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie poutitia zvierat v projekte, zdévodnenie preto sa nemodie pouZit alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)

Odozva organizmu na latentnd infekciu Mysim gamaherpesvirusom (MHV), najmi ak sa
sleduje reakcia organizmu na reaktivaciu virusu, je komplexny proces, na ktorom sa podiela
vela hostitelskych faktorov a prave preto sa vtomto pripade nedd ,in vivo” nahradit
bunkovymi kultirami. To dokazuje aj fakt, e hoci existuju dve latentne infikované bunkové
linie, S11 a NB-78, tie, vzhladom na svoje vlastnosti a ako uz bolo potvrdené v odbornej
literatdre, nie sd univerzalne vhodnym modelom pre &tidium latencie a reaktivicie MHV.
Okrem toho $tddium latencie 3 reaktivdcie na bunkovych kultdrach nezohladfuje vyznamny
Cinitel ovplyviujici tieto procesy, a to je imunitny systém hostitela.

Podla zoznamu registra alternativnych metéd z European Centre for the Validation of
Alternative Methods:
ecvam.jrc.it/-2k; ecvam.jrc.it/pub/ication/MAb_statement.pdf,‘ ecvam-
dbalm.jrc.ec.europa.eu/—Zk; http://ec.europa.eu/enterprise/epaa/conf 2006.htm;
http://tsar.jrc.ec.europa.eu/: http://ihcp.jre.ec.europa.eu/our labs/eurl-
ecvam/publication/epaa workshop wg3.pdf:
analyza patogenézy latentnej infekcie spOsobenej mysim gamaherpesvirusom nie je mozng
bez modelového systému a je nevyhnutné pousit vhodny zvieraci model. V tomto pripade je
mozné pouZit mys.

Vzhladom na nevyhnutnost pouzitia laboratérnych zvierat sa v projekte sleduje
a uplatriuje najnovsia legislativa v suvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na vedecké ucely,
ktord uzakonil Eurépsky parlament vo forme revidovanej smernice 2010/63/EU o zvieratach
pouZivanych na vedecké ucely, ktora nadobudla Géinnost 1. januara 2013, ako aj Nariadenie
VIady Slovenske;j republiky zo 14. novembra 2012, ktorym sa ustanovuju poZiadavky na
ochranu zvierat pouZivanych na vedecké Ucely alebo vzdeldvacie Ucely (Zbierka zékonov ¢.
377/2012) a Vyhligka ¢.436/2012 Ministerstva pbdohospodarstva 3 rozvoja vidieka
Slovenskej republiky zo 14. decembra 2012, ktorou sa ustanovuji podrobnosti o
poZiadavkdch na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké Ucely alebo vzdeldvacie Ucely.

Nové pravne predpisy prisne dbaji na dodrziavania pravidiel troch R (replacement,
reduction, refinement) (t.j. nahradenie, obmedzenie a zmiernenie testov na zvieratdch), t.j.
aby sa minimalizoval po&et zvierat pouZivanych na pokusy a aby sa vidy, ked je to mozné,
vyuZivali alternativne metody, aaby sa vpripade, ked nie je moiné pousit alternativne
metody, zlepsili a zjemnili metody v postupoch, pri ktorych sa odstrani alebo obmedzi na
najnizsiu mieru bolest, utrpenie, strach alebo trvalé pogkodenie zvierat.

2. Redukcia poétu zvierat:

Pre Statistickd reprodukovatelnost vysledkov a na zaklade nagich dlhoroénych skdsenosti je
potrebné, aby kaZda vyietrovang skupina obsahovala minimaine 4, idedlne 5 ks mysi.
Pldnovany poédet zvierat (500 ks) je koneény a zahffia vietky varidcie postupov aich
opakovania (ak budy potrebné). Opakovania postupov obmedzime na nevyhnutné minimum
a budu sa vykondvat len v pripade potreby overenia spornych vysledkov. Samozrejme, nasou




snahou je pouZit ¢o najmensi moiny pocat pokusnych zvierat apreto je moiné, Ze
naplanovany maximalny pocet zvierat nebude potrebné naplnit.

Zakladny (minimdiny) dizajn postupov: Budeme mat &tyri zakladné skupiny mydi: mysi
infikované prototypovym kmefiom MHV-68, mysi infikované MHV-72, mysi infikované MHV-
4556 askupinu kontrolnych, neinfikovanych mysi. Kazdd ztychto skupin bude dalej
rozdelenda na dve podskupiny — mysi, ktorym bude aplikovany induktor reaktivacie TSA
a mysi, ktorym TSA podavané nebude. Tieto podskupiny budié dalej rozdelené do mensich
skupin, presny pocet ktorych budeme vediet pe dokondéeni prave prebiehajtcich in vitro
testov, minimalne vsak 3 skupiny.

3. Zjemnenie:

Kaidodennt starostlivost o zvieratd vpokusoch bude vykonavat koleny personal -
pracovnici pokusného zariadenia. ,

Vychadzajuc z klasifikacie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykondvat na zvieratach

v planovanych pokusoch zaradujeme do kategérie ,slabé”:
Mysi budu infikované intranazalne v lahkej inhalaénej anestéze a takou davkou virusu, ktora
im nesp6sobi Ziadne zavainé zdravotné komplikacie. Jediné invazivne zakroky, ktoré zvierata

podstupia su intraperitonedlne podanie anestézy anasledné subkutanne podanie TSA,
pricom podand , latka” by nemala Ziadnym spdsobom ovplyviiovat zdravotny stav zvierat.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ano nie
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Netechnické zhrnutie projektu 550 / AYy~224

Skiska wuéinnosti Immodinu.

Ciel’ projektu pokusu, predpokladan4 ujma a prinosy:

Spravne fungovanie jednotlivych zloZiek imunitného systému u I'udi je predpokladom vicsej
odolnosti vo¢i onkologickym, infekénym, alergickym a d’alim ochoreniam, ktorych podet
narastd. Imunitny systém je tvoreny bunkovou zlozkou avelkym po&tom bunkami
produkovanych medidtorov, ktoré reguluji imunitné reakcie pri kazdom zo spominanych
skupin ochoreni 3pecificky. Pri poSkodeni niektorej zloZky je naruens celkov4 homeostiza
imunitného systému, priCom tato imunologickd supresia moZe viest k vzniku vaznych
ochoreni. Podavanie vhodného imunomodulaéného pripravku méZe preto vyznamne pozitivne
ovplyvnit’ celkovy vysledok lie€by pacientov u ktorych je zistend zni¥en4 funkcia imunitného
systému. Jednym ztakychto pripravkov je Immodin, vyrabany firmou SevaPharma, CZ.
Immodin_ je dialyzovany homogenét leukocytov (DHL) periférnej krvi zdravych jedincov,
ktory obsahuje nizkomolekulové latky s velkostou do 10kDa. _
Azathioprin je chemickd litka (purinovy analég) pouZivand na antigénovo-nedpecifickt
imunosupresiu u lPudi ato hlavne pri ochoreniach ako su autoiminne ochorenia
a transplantacie organov. Jeho mechanizmus G&inku na vietky proliferujtice bunky, teda aj
imunitné bunky, (napr. T a B lymfocyty) je inhibicia enzymu, ktory je potrebny pre syntézu
DNA.

CiePom projektu je stanovit’ rozsah imunostimulaéného G&inku Immodinu u my$i po supresii
vyvolanej latkou Azathioprin. Uginok sa bude sledovat’ pomocou zmien v podte a zastipeni
lymfocytov, monocytov a granulocytov krvi pomocou prietokovej cytometrie. Specifickym
cielom bude zistit' stimulaény G¢inok Immodinu na prolifericiu T aB lymfocytov a na
zastipenie sub-populéacii T lymfocytov (CD4+a CD8+). Zmeny v zastipeni lymfocytov,
monocytov a granulocytov sa budi vyhodnocovat’ aj pomocou svetelnej mikroskopie na
bunkovych nateroch.

Pocas experimentu a po¢as poddvania latok sa zabezpedi jemné zaobchédzanie a manipuldcia
so zvieratami. NeoCakdva sa riziko dlhodobej bolesti ani utrpenia. Zvieratd budd mat
Standardné umiestnenie, potrava a starostlivost. V stvislosti s odberom vzoriek nezrazenej
krvi z velkych ciev pefene asrdca je nevyhnutné rychle usmrtenie zvierat, ktoré bude
vykonané cervikdlnou dislokéciou bez anestézy. Tento spdsob je navrhnuty kvéli tomu, Ze

pocas doby zahrfiujiicej anestézu, nasledné usmrtenie a pitvu zvierata by mohlo déjst’ k
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postupnému zrdZaniu krvi. Podmienkou postupu farbenia povrchovych CD markerov buniek
krvi pre meranie prietokovou cytometriou je nezrazend heparinizované krv, v ktorej sa
erytrocyty lyzuju $pecidlnym &inidlom po farbeni.

Pocet a druh pokusnych zvierat

Samce my8i (Mus musculus) kmeiia Balb/c, 18ks zvierat pre testovanie U¢innosti kaZdej
vyrobenej $arZe Immodinu.

Preukdzanie stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia

Stanoveny polet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatodného
poctu vzoriek pre validné Statistické vyhodnotenie vysledkov o zmendch v zastipeni
sledovanych bunkovych populdcii vkrvi my$i. V projekte sa nahradzuje p6vodnd rozetova
metdda a pokusné zvieratd - mordatd za modernejSiu imunologickt metédu - prietokovi
cytometriu, pomocou ktorej sa =ziska ovela presnej8i  akomplexnej$i obraz
0 imunomodulatnom  u&inku  pripravku  Immodin pri  zvolenom  modelovom
imunosupresivnom ochoreni. Tento pripravok je ureny pre pacientov srdznymi druhmi
imunodeficientnych ochoreni, u ktorych sa odakdva imunore$tauraény Uinok a normalizacia
imunitnej odpovede. Pri overeni komplexného uginku pripravku je nutnd cirkuldcia
(lymfatickd, krvnd) ainterakcie smnohymi zloZkami imunity, 8o sa neda simulovat
v podmienkach in vitro. Z tohto dévodu nie je moZné nahradif pokus na zvieratich in vitro
testami na bunkovych liniach. So zvieratami budi zaobchddzaf zatkolens osoby

s dlhoroénymi praktickymi sktisenost’ami.
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Nazov projektu:

Vyvoj diadickej vapnikovej signalizacie v priebehu postnatalneho vyvoja ventrikularnych myocytov.

KPacové slova v projekte:
Myokard, ontogenéza, vapnikova signalizacia, vizba excitcie s kontrakciou, konfokéalna mikroskopia,
elektrofyzioldgia.

1. Ukel projektu:
Objasnit’ mechanizmus vyvoja vapnikovej signalizicie podas vizby excitacie s kontrakciou
v srdcovych myocytoch.

2. Ciele projektu:

Srdcovy sval novonarodenych jedincov sa rozvija v silade s rozvojom pohybove]j aktivity.
V kardiomyocytoch dochadza k nérastu objemu kontraktilnych myofibril, vnitorného membrinového
systému a mitochondrii. Cirkuldcia véapnika v priebehu kontrakéno - relaxaéného cyklu sa postupne
internalizuje a vyvija sa diadicky systém zabezpe&ujuci viizbu exciticie s kontrakciou prostrednictvom
vapnikovej signalizacie. Ciefom projektu je detailne charakterizovat vyvoj uvoltfiovania vapnika a
vyvoj ultraStruktiry diad polas postnatilneho vyvoja myokardu potkana. Originalne udaje o vyvoji
vapnikovej signalizicie ziskame na izolovanych kardiomyocytoch pomocou laserovej skenovacej
konfokalnej mikroskopie v stid¢innosti s metédou patch-clamp a budeme ich korelovat s tidajmi o
vyvoji ultrastruktiry didd ziskanymi pomocou elektrénovej mikroskopie.

3. Prinos z vykonaného projektu:

Prinosom bude zikladné poznanie v oblasti vyvoja $truktiry a funkcie didd, ktoré umoni lepsie
porozumiet’ Specifikdm funkcie vyvijajuceho sa myokardu novorodencov a farmakoterapie deti.
Vysledky budi publikované v medzinarodnych recenzovanych vedeckych ¢asopisoch. Pri rie§eni
projektu budiu vychovéavani 2 doktorandi a viaceri $tudenti 1. a 2. stuptia VS.

4. Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty:

Planovany poget gravidnych samic laboratérneho potkana, kmeii WISTAR, na celé obdobie rietenia
projektu je 25 ks (1 samica/8-10 novorodencov), podet samcov potkana laboratérneho, kmeti
WISTAR, vo veku 4 tyZdne — 6 mesiacov (hmotnost”: 50 - 300g) je planovany 90 ks na celé obdobie
trvania projektu. Bude pouZity miniméalny podet zvierat potrebny na dosiahnutie 3tatisticky
signifikantnych vysledkov.

S. Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rameci vykonavania projektu:

V ramci vykondvania projektu nepredpokladéme nepriaznivy vplyv na experimentalne zvierata.

6. Predpokladana troveii krutosti:

Podla prilohy ¢.4 nariadenia vlady Slovenskej republiky &. 377/2012 Z.z. klasifikujeme krutost’
planovanych experimentov na Grovni ,,bez monosti zotavenia.



7. Uplatiiovanie z4sad 3R

poZiadavka nahradenia :

Elektrofyziologické experimenty na akutne izolovanych kardiomyocytoch st jedinym
experimentdlnym postupom, ktorym je moZné ziskat’ udaje o elektrickych vlastnostiach membran
a funk&nosti didd kardiomyocytov. Srdcové myocyty predstavujii jemny a zloZity systém, ktory mimo
organizmu rychlo podlieha degradicii. Pokusy o ich izoldciu zo srdcového svalu hospodarskych
zvierat ziskavaného z bitiinku boli netispeiné a z technickych dévodov pravdepodobne ani nebudi
vyrieSené.

poZiadavka obmedzenia

Projekt bol optimalizovany z hl’adiska minimalizécie poctu pouZitych zvierat, pridom bude pouZity
minimdlny podet zvierat potrebny na dosiahnutie Statisticky signifikantnych vysledkov, u ktorych je
moZznad jednoznaCna interpreticia, s prihliadnutim na lUspeSnost’ izoldcie myocytov a lispednost’
ziskavania dat kombinovanymi elektrofyziologickymi a mikroskopickymi metodikami.

poZiadavka zjemnenia

Ako zdroj srdcovych myocytov sme zvolili mengich cicaveov — laboratérne potkany, ktorych hrudny
koS sa da rychlo otvorit’ o umoZiiuje rychlu exciziu srdca a zniZenie rizika degradacie srdcovych
buniek. ,

Na minimaliziciu bolesti zvierat pri aplikacii anestetika pouzivame tenké, sterilné ihly s rozmermi
0,4x 20mm (priemer x di¥ka). Excizia srdca sa vykonéva aZ po navodeni celkovej hlbokej anestézie
ktora je kontrolovana testovanim utlmenia sluchového a oéného reflexu.

8. Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvalovaniu: ano

Podl'a § 37 nariadenia vlady Slovenskej republiky &. 377/2012 Z.z. ods.3 sa spétné posudenie projektu
nevyZaduje nakolko projekt zahffia postup usmrtenia zvierat klasifikovany ako ,,bez moZnosti
zotavenia®.
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Netechnické zhrnutie projektu — 351 ¥ / L4

Nazov projektu:

Vplyv chronického podavania sulodexidu na parametre oxidativnej fosforylacie u potkanov,
hodnotenie jeho t¢inku na endotelovt dysfunkciu a jeho pleiotropnych tGinkov

KPracové slova v projekte:

endotel, streptozotocin, sulodexid, myograf
Ukel projektu:

zakladny vyskum

Ciele projektu:

Ciel'om predloZeného projektu je zistit’ na streptozotocinom vyvolanom modeli diabetes
mellitus u potkanov mozné zmeny reaktivity cievnych prepardtov a zmeny parametrov
oxidativnej fosforylacie a d’alich ukazovatelov a ich ofakdvané ovplyvnenie lie¢bou
sulodexidom, pomocou ktorych planujeme hodnotit’ predpokladané priaznivé ucinky takejto
lie¢by. Na tento ucel vyuZzijeme nasledujiicu zostavu merani:

Hodnotenie reaktivity ciev:

- kontrakéné odpovede a. femoralis na noradrenalin
- relaxa¢né odpovede na acetylcholin
- kontraktilita preparatov a. renalis merana perfuznou metdédou

Hodnotenie metabolickych parametrov:

- parametre oxidativnej fosforylacie v mitochondriach
- hodnoty cholesterolémie a triacylglycerolémie
- hodnoty koenzymu Q

Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladané pozitivne potvrdenie naSich hypotéz by znamenalo prinos pre zédkladny
biologicky vyskum a rozSirenie exaktnych poznatkov o poznanie novych mechanizmov
vplyvu sulodexidu na vaskuldrny systém. To Casom modZe vyustit' aj do zdokonalenia
postupov klinickej mediciny, konkrétne do budiceho rozSirenia a spresnenia indikécii pre
terapeutické vyuzitie sulodexidu.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:



Rattus norvegicus (potkan laboratérny)
Wistar, samce, 50 jedincov

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

Zvieratd budi podrobené iba nevyhnutnym avelmi kratkodobym nepriaznivym
vnemom. Zvieratd budii podas experimentu zndsat len miemy dyskomfort, anebudd
podstupovat’ Ziadne kruté zaobchaddzanie. VSetky invazivne postupy na zvieratdch budu
prebiehat’ s najvy§Sou ohladuplnostou a pri doslednom zmierfiovani bolestivych vnemov.
Podas Zivota budi mat’ zvierata pristup k vode a $tandardnej strave v peletdch ad [ibitum,
prostredie budi mat’ obohatené o predmety na hranie a ohryzovanie, pre dosiahnutie ¢o
najuspokojivejdieho welfare zvierat.

Predpokladana droven krutosti

Na usmrtenie zvierat pouZijeme celkové anestetikum tiopental (50 mg/kg), v sulade
s Nariadenim, § 13, ods. 1. Invazivne postupy vykondvané na Zivych zvieratich budi
prebiehat’ ohladuplne a Setrne, za Gi¢elom minimalizovania utrpenia experimentalnych zvierat.

Krutost’ postupu podla prilohy &. 4 Nariadenia:

Vietky invazivne aj neinvazivne ukony spadajii do kategorie ,slabé®, t.j. ,,Postupy
vykonévané na zvieratich, pri ktorych je pravdepodobné, Ze v ich ddsledku budi zvierata
pocitovat’ kratkodobt slabu bolest’, utrpenie alebo strach, a postupy, ktoré vo vyznamne;
miere nenarti$aji pohodu ani celkovy stav zvierat“. Medzi ne patri vaZenie, odoberanie krvi
z chvostovej #ily, aplikacia streptozotocinu na vyvolanie diabetu intravenézne a aplikacie
sulodexidu, respektive placeba intraperitonedlne. Pri aplikacii latok budi pouzité tenké
atraumatické ihly na zmiernenie dyskomfortu zvierat.

Invazivne postupy, spadajice do kategérie ,,bez moZnosti zotavenia“ budd vykonavane
vyluéne v celkovej anestézii, po ktorej zviera nenadobudne vedomie. Medzi ne patri odobratie
ciev a d’al§ich tkaniv a orgénov.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. NahraditePnost’ (replacement) zvierat

Predpokladame znatné interindividudlne varidcie v reaktivite preparatov —ciev,
parametroch oxidativnej fosforyldcie a glykémie najmd v skupinach diabetickych zvierat,
napriek tomu sa pridfZame minimélneho poétu zvierat v skupinich nutného na zostavenie
Statisticky relevantnych stiborov. Na skumanie zloZitych vztahov zasahujucich do regulacii
metabolickych parametrov v podmienkach diabetu a vyvoja réznych typov diabetickych
angiopatif je nevyhnutné vyuzit’ model, v ktorom sa tieto regulacie uplatiiuju in vivo, podobne
ako u &loveka. Systém regulacii tohto typu je nemoZné simulovat’ akymkol'vek typom
bunkovych kultr, preto je nevyhnutné vyuZitie Zivych pokusnych zvierat. Toto tvrdenie
dokladdme nasledujiicim zoznamom odkazov na hPadanie altermativnych metéd
k predkladanému projektu experimentu:



1. Altweb: Alternatives to Animal Testing

vysledky: 9 odkazov nepouZite'nych pre nasu problematiku
(http://altweb.jhsph.edu/)

2. ALTBIB — Bibliography on Alternatives to Animal Testing
vysledky: Ziadny odkaz pouzitel'ny pre nasu problematiku (http:/toxnet.nlm.nih.gov/altbib.html)

3. CFHS: Alternatives to Animal Testing
vysledky: Ziadny odkaz pouZitel'ny pre nasu problematiku
(http://cths.ca/research/alternatives_to_animal testing/)

4. New Technologies as Alternatives to Animal Testing
vysledky: 3 odkazy nepouZite'né pre nasu problematiku
(http://www.aboutanimaltesting.co.uk/search.html)

5. Alternatives to Animal Testing / Britannica Blog
vysledky: Ziadny odkaz pouZiteI'ny pre nasu problematiku
(http://www.britannica.com/blogs/2007/12/scientific-alternatives-to-animal-testing/)

6. EUSAAT - European Society for Alternatives to Animal Testing
vysledky: Ziadny odkaz pouZitelny pre nasu problematiku
(http://www.eusaat.org/)

7. ECVAM
Vysledky: 6 odkazov nepouZitel'nych pre naSu problematiku
(http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/search)

2. Zjemnenie (refinement) pokusu:
Stres prezivany potkanmi v priebehu pokusu sa minimalizuje $etrnym zaobchddzanim
a obohatenim prostredia predmetmi na hru a ohryzovanie s plnym vyuzitim dostupnych
zjemiiovacich technik. Stres preZivany v deri pokusu pocas vyvolania celkovej anestézie sa
obmedzi na nevyhnutné minimum pouZivanim striekaciek s tenkymi atraumatickymi ihlami
a ohladuplnym zaobchédzanim. Zavere¢né usmrtenie bude prebiehat’ bezbolestne v hlbokej
celkovej anestézii.

3. Znizovanie poctu (reduction) zvierat:

V experimente bude pouZity minimalny pocet experimentalnych zvierat v jednotlivych
skupinach, ktory eSte umoziiuje korektné §tatistické vyhodnotenie pouZitim ANOVA testu
a Studentovho t-testu pre fyziologické analyzy. Planovany pocet je navrhnuty pre
zabezpecenie reprodukovatelnosti a validity pokusu pri zachovani minimalneho poétu zvierat.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schval’ovaniu: dno  nie



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu 35 3¢ /14 -2

Nazov projektu:

Vplyv chronického podavania hesperidinu na cievnu reaktivitu, krvny tlak, oxidalné
parametre, hladingy NO syntdzy a oxida¢né parametre normotenznych a hypertenznych
potkanov

KPacové slova v projekte:
endothel, spontanne hypertenzné potkany (SHR), hesperidin, draslikovy kanal
Ugel projektu:

zédkladny vyskum

Ciele projektu:

Cielom predloZeného projektu je zistit mozZnosti farmakologického, pripadne
dietologického ovplyvnenia hypertenzie a endotelovej dysfunkcie hesperidinom. Hesperidin
je flavondénovy glykozid, vyskytujici sa prevazne v citrusoch, uktorého boli na
kratkodobych, ale aj dlhodobych modeloch dokdzané viaceré priaznivé u¢inky na cievy, ktoré
pripominaji &ast’ uz popisanych pleiotropnych uéinkov vyvolanych lepsie preskimanymi
farmakami.

Preto planujeme na experimentalnom modeli hypertenzie u potkanov (SHR) overit’ vplyv
chronického podavania hesperidinu na: '

- tlak krvi

- cievnu reaktivitu zavisla aj nezavisla od endotelu

- ovplyvnenie draslikovych kanalov, vapnikovych kanalov, cyklooxygendzy

- hladiny TBARS. aktivity NO-syntazy

Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladané pozitivne potvrdenie nasich hypotéz by znamenalo rozirenie poznatkov
zdkladného biologického vyskumu onové detaily  molekuldrnych w¢inkov, ktorymi
hesperidin méZe vplyvat' na vaskuldrny systém. Hesperidin obsahuji v mnohé potraviny
a polykomponentné lieky, preto by nové poznatky o mechanizmoch ulinku mohli viest
k buducemu benefitu aj pre klinickd medicinu.

Hlavny prinos pléanovanej 3$tidie spodiva v ocakdvanom obohateni poznatkov
o molekuldrnych mechanizmoch portuch cievnej steny, ktoré vedt k dysregulacii tlaku krvi
ajeho patologickom nastaveni na hypertenzné hodnoty avplyvu hesperidinu na tieto




patologické procesy. Pripadné priaznivé ovplyvnenie tychto mechanizmov méZe viest
k zmierneniu a spomaleniu, pripadne zastaveniu vyvoja hypertenzie asfiou spojenych
komplikacii (endotelovd dysfunkcia, ateroskleréza) a asociovanych ochoreni a syndromov
(ischemickéa choroba srdea, infarkt myokardu, zlyhanie srdca, nahle cievne mozgové prihody).
Molekulové mechanizmy pdsobenia flavonoidov st doteraz prebadané len séasti, preto nas
experiment moZe prispiet’ k roz§ireniu poznatkov v tejto téme vyskumu.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

Rattus norvegicus (potkan laboratérny)
linie Wistar (20 zvierat) a SHR (30 zvierat), samce, spolu 50 zvierat

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

Zvieratd budi podrobené iba nevyhnutnym avelmi kratkodobym nepriaznivym
vnemom. Zvieratd budud po€as experimentu znaSat’ len mierny dyskomfort, anebuda
podstupovat’ ziadne kruté zaobchddzanie. VSetky invazivne postupy na zvieratdach budd
prebiehat’ s najvy§Sou ohl'aduplnostou a pri doslednom zmierfiovani bolestivych vnemov.

Pocas Zivota budi mat’ zvieratd pristup k vode a Standardnej strave v peletich ad
libitum, prostredie budli mat’ obohatené o predmety na hranie a ohryzovanie, pre dosiahnutie
¢o najuspokojivejSieho welfare zvierat.

Predpokladana aroven krutosti:

Na usmrtenie zvierat pouZzijeme celkové anestetikum tiopental (50 mg/kg), v silade
s Nariadenim, § 13, ods. 1. Invazivne postupy vykondvané na Zivych zvieratach budi
prebiehat’ ohl'aduplne a Setrne, za i€elom minimalizovania utrpenia experimentalnych zvierat.

Krutost’ postupu podla prilohy &. 4 Nariadenia:

V3setky invazivne aj neinvazivne tkony spadaji do kategorie ,slabé“, tj. ,postupy
vykondvané na zvieratach, pri ktorych je pravdepodobné, Ze v ich désledku buda zvierata
pocitovat’ kratkodobu slabui bolest, utrpenie alebo strach, a postupy, ktoré vo vyznamnej
miere nenarti§aju pohodu ani celkovy stav zvierat™. Medzi ne patri vaZenie, meranie tlaku krvi
metddou ,,tail cuff* a intraperitonedlne aplikacie hesperidinu, respektive placeba. Pri aplikacii
latok budu pouzité injekcie s tenkymi atraumatickymi ihlami na zmiernenie dyskomfortu
zvierat.

Invazivne postupy, spadajuce do kategérie ,,bez moznosti zotavenia“ budi vykonavané
vyluéne v celkove] anestézii, po ktorej zviera nenadobudne vedomie. Medzi ne patri odobratie
ciev a d’alSich tkaniv a orgdnov.

Vvkony a manipulacie na zivvch zvieratdch pofas pokusu a prisludny stupenl klasifikacie
krutosti postupov podl’a prilohy €.4 Nariadenia:




O
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Invazivne vykony: injek&na intraperitonedlna aplikacia hesperidinu, resp. fyziologického

Toztoku — stupeil ,,slaby*

Neinvazivne vykony: vazenie zvierat — stupeii ,,slaby*
meranie tlaku krvi na chvoste metédou ,.tail cuff* — stupeii ,,slaby*

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. NahraditeP’nost’ (replacement) zvierat

Predpokladame znaéné interindividuéalne varidcie v hodnotach tlaku krvi a kontrakénych
odpovediach ciev najmi v skupinach spontdnne hypertenznych zvierat, napriek tomu sa
pridizame minimalneho poctu zvierat v skupindch nutného na zostavenie Statisticky
relevantnych stiborov. Na skiimanie zloZitych vzt'ahov zasahujucich do regulacii tlaku krvi je
nevyhnutné vyuzit model, v ktorom sa tieto reguldcie uplatiiuju in vivo, podobne ako
u ¢loveka. Systém regulacii tohto typu je nemozné simulovat’ akymkol'vek typom bunkovych
kultar, preto je nevyhnutné vyuZitie Zivych pokusnych zvierat. Toto tvrdenie dokladdme
nasledujicim zoznamom odkazov na hladanie alternativnych metéd k predkladanému
projektu experimentu:

1. Altweb: Alternatives to Animal Testing
vysledky: 8 odkazov nepouzitenych pre nasu problematiku
(http://altweb.jhsph.edw/)

2. ALTBIB - Bibliography on Alternatives to Animal Testing
vysledky: 3 odkazy nepouzitelné pre na$u problematiku
(http://toxnet.nlm.nih.gov/)

3. Alternatives to Animal Testing / Britannica Blog
vysledky: 5 odkazov nepouziteI'nych pre nasu problematiku
(http://www.britannica.com/blogs/2007/12/scientific-alternatives-to-animal-testing/)

4. Alternatives to Animal Testing: Or, Alternatives to the Use of Animals in
Research
vysledky: ziaden odkaz pouZiteI'ny pre nasu problematiku
(http://www.geari.org/alternatives-to-animal-testing.htm)

5. EUSAAT - European Society for Alternatives to Animal Testing
vysledky: ziaden odkaz pouZitel'ny pre naSu problematiku
(http://www.eusaat.org/)

6. CFHS: Alternatives to Animal Testing
vysledky: ziaden odkaz pouZitel'ny pre naSu problematiku
(http://cths.ca/research/alternatives to_animal_testing/)

7. New Technologies as Alternatives to Animal Testing
vysledky: 3 odkazy nepouZite'né pre nasu problematiku
(http ://www.aboutanimaltesting.co.uk/search.htm)



2. Zjemnenie (refinement) pokusu:

Stres preZivany potkanmi v priebehu pokusu sa minimalizuje Setrnym zaobchédzanim
a obohatenim prostredia predmetmi na hru a ohryzovanie s plnym vyuZitim dostupnych
zjemiovacich technik. Stres preZivany v defl pokusu pocas vyvolania celkove] anestézie sa
obmedzi na nevyhnutné minimum pouzivanim striekaciek s tenkymi atraumatickymi ihlami
a ohl'aduplnym zaobchadzanim. Zavere¢né usmrtenie bude prebiehat’ bezbolestne v hlboke;j
celkovej anestézii.

3. Znizovanie po¢tu (reduction) zvierat:

V experimente bude pouzity minimalny pocet experimentdlnych zvierat v jednotlivych
skupinach, ktory eSte umozZiiuje korektné Statistické vyhodnotenie pouZzitim testu ANOVA
a Studentovho t-testu pre fyziologické analyzy. Planovany pocet je navrhnuty pre
zabezpedenie reprodukovatelnosti a validity pokusu pri zachovani minimélneho pocétu zvierat.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schval’ovaniu: nie



