Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu: Emdcie, kognitivne procesy a welfare hydiny
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: S@Ol 4 L-22/
KTicové slova v projekte (max 5 slov): hydina, emécie, kognitivne schopnosti, welfare
kel projektu:

a) zdkladny vyskum,

b) aplikovany vyskum s ciefom

1. zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo lie¢by choréb, poskodenia zdravia alebo inych
neprirodzenych stavov loveka, zvierat alebo rastlin alebo ich G¢inkov na I'udi, zvierat4 alebo
rastliny,

2. stanovovania, odhalovania, usmerfiovania alebo tipravy postidenia, zistenia, regulécie alebo
zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov I'udi, zvierat alebo rastlin,

3. dobrych Zivotnych podmienok zvierat a zlepSenia podmienok produkcie zvierat chovanych
na pol'nohospodarske icely,

Opisat’ ciele projektu:

Cielom projektu je prehibenie poznania o eméciach a ich vztahu ku kognitivnym procesom
u hydiny, ako aj metdéd merania a monitorovania spravania, resp. metdod hodnotenia na
zvieratach zaloZenych parametrov welfaru u hydiny.

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

Vysledky projektu budi prinosom pre poznanie, pre pochopenie evoltcie emécii u &loveka
azvierat. Prinosom bude overenie pouZitelnosti metéd hodnotenia emécii na zaklade
kognitivnych procesov a ich skreslenia vplyvom afektivnych stavov. Prinosom bude Vyvoj
novych technol6gii merania spravania a perspektivne monitorovania welfaru u hydiny
(vyuZitie zachytivania pohybu — motion capture, hibkovych senzorov, termélnych kamier
apod.), t.j. v koneénom désledku moZné zlep3enie Zivotnych podmienok zvierat.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné podty:
prepelica japonska (90 ks), kura doméca znaskového typu (180 ks)
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rimeci vykonavania projektu:

PrevaZnd Cast’ pokusov bude spoéivat’ v testovani spravania, v testoch udenia. Manipulacia so
zvieratami mOZe na ne pdsobit’ do urditej miery ako stres, ale pravidelny handling a samotné
testovanie, na druhej strane, mdZe pdsobit’ ako (kognitivne) obohatenie prostredia.

Casti zvierat budu poddvané farmaka (Specifické antagonisty a agonisty receptorov
monoaminovych neurotransmiterov — serotonin, dopamin, noradrenalin, resp. endogénnych
opiatov), pre zistenie mechanizmov v pozadi procesov suvisiacich s kogniciou a eméciami,
s ucenim, srozhodovacimi procesmi, so systémom odmetiovania v mozgu. Davkovanie
jednotlivych latok bude vychddzat z publikovanych prac. Naou snahou bude pouZivat’
davky, ktoré neovplyviiujii celkové spravanie (tj. nemaju sedativne ucinky, nespdsobuji
nevolnost’ a pod.).



Maly polet zvierat bude usmrteny, na stanovenie niektorych neurochemickych parametrov
v mozgovom tkanive suvisiacich so sledovanym spravanim (stanovenie distribticie a hustoty
receptorov, imunohistochemické stanovenie roznych markerov atd’).

Predpokladana troveii krutosti:

Sledovanie sprévania, absolvovanie tréningov udenia resp. navodenie rdznych emodnych
stavov prostrednictvom vizualnych, zvukovych resp. taktilnych podnetov, ktorému bude
vystavena vécSina zvierat v pokuse zodpoveda urovni krutosti postupov ,,slabé“. Podobne
systémové podavanie zmienenych farmék (agonisty a antagonisty monoaminov resp. opiatov)
moZeme Klasifikovat’ ako ,,slabé“ postupy. Postupy tykajice sa zvierat, u ktorych budeme
sledovat’ post mortem na rezoch mozgového tkaniva neurobiologické parametre st z hl'adiska
krutosti postupov klasifikované ako postupy ,,bez moZnosti zotavenia®.

Uplatiiovanie zdsad 3R

Pre tento typ pokusu neexistuje alternativna metdda. Uvedeny pocet zvierat je maximalny,
a dd sa predpokladat’, Ze redlne mnoZstvo pouZitych zvierat bude niZgie.

IS

S(scz\(m‘ F@mw vy



Priloha 2 :
Netechnické zhrnutie projektu
podla § 40 nariadenia viady SR & 377/2012 Z.z.

Nizov  projektm: ~ RIZIKOVE ~ FAKTORY  KARDIOVASKULARNYCH
A CEREBROVASKULARNYCH OCHORENI A FARMAKOLOGICKE MOZNOSTI ICH
OVPLYVNENIA

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni postupu: 3635/ 74-22/
Evidentné Cislo postupu: VEGA 2/0054/15

KPiacové sleva: dyslipidémia, cholesterol, mozog, srdce, cievy, potkan

a) Ciele projektu

Postup je zamerany na Stiidium mechanizmov etiopatogenézy metabolického syndromu (MS)
a metabolického kognitivneho syndromu (MCS) s cielom navrhnif’ novii iéinnt liegbu, ktora
ovplyvni vznik a vyvoj rizikovych faktorov kardiovaskularnych a cerebrovaskularnych
ochoreni. Postupy budi vykonavané na genetickom modeli potkanov s hereditarnou
hypertriglyceridémiou, kfmenych hyperlipidemickou diétou. Metabolické poruchy sa v
klinickom obraze tychto potkanov prejavia hypertenziou, hypercholesterolémiou,
hyperglykémiou, hypertriglyceridémiou, zapalovymi reakciami a zvySenim hladin markerov
oxidac¢ného stresu. Po opakovanom podévani pyridoindolu SMelEC2, flavonoidu rutinu alebo
Standardu atorvastatinu potkanom sa zisti (i€inok na rizikové faktory MS a MCS, lipidicky
profil, markery poskodenia na bunkovej a molekularnej urovni, stanovia sa funkdné,
behavioralne a histopatologické zmeny. Podas postupu sa bude so zvieratami zaobchadzat
Sertne v sulade so zasadami 3R s minimalnou ujmou pri peroralnej aplikacii testovanych
latok, odbere krvi apodani anestézy na konci postupu (stupeii krutosti stredny).
Predpokladanym o¢akdvanym prinosem bude originalny poznatok, Ze jedna testovana latka
ovplyvni sicasne viaceré rizikové faktory kardiovaskularnych a cerebrovaskularnych
ochoreni, v désledku &oho by sa mohlo u pacienta s MS a MCS zniZit’ mnostvo prijimanych
liekov pre jednotlivé patologie ako hypertenzia, vysoka hladina cholesterolu v krvi atd’..

b) Sdlad s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia (3R)

Nahradenie (replacement)

V suCasnej dobe neexistuje validovani vedecky akceptovatelna alternativna metdda na
Stadium dyslipidémie, ktord by nahradila klasicky in vivo pristup na zvieratach. Potkan
laboratorny je systematicky najniZ§ie postaveny druh vhodny na takéto pokusy. Ciasto&né
nahradenie experimentov je moZné pomocou vyuZitia in vifro bunkovych kultir mySich
mikroglii, ktoré buda sacastou projektu, aviak zhodnotenie funk&nych porach srdca, ciev
a mozgu v ddsledku dyslipidémie nie je mozné dosiahnut bez pouZitia zvierat.

Obmedzenie (reduction)

Na dosiahnutie ciefov projektu sa planuje pouZit' najniz$i moZny podet zvierat Z dévodu
validity ziskanych vysledkov je potrebné v experimentoch pouZit v jednotlivych skupinach
10 ks zvierat. Pocas planovaného obdobia sa za 4 roky predpoklada pouzitie 730 ks zvierat,
z toho 350 ks kmetfia Wistar a 380 ks dediéne hypertriglyceridemickych potkanov. Vysledky
jednotlivych Easti Stadie budil priebezne vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych
neoCakavanych udalosti bude experiment ukondeny.



Zjemnenie (refinement)

Starostlivosti o zvierata ako i manipulacii s nimi sa bude venovat’ vel'kd pozornost. Zvierata
budli oSetrované skusenymi pracovnikmi abudi pod neustalym dohladom pracovnikov
zodpovednych za projekt. Postupy pouzivané pri aplikaciach a odberoch maji nizku uroven
z hl'adiska spOsobenej bolesti astresu abudi vykonavané skisenym pracovnikom
s dlhoro¢nou praxou. Vysokocholesterolova diéta pocas 4 alebo 8 tyZzdiov je pre potkany
chut'ovo prijatel'nd a nespdsobi vyrazné klinické abnormality. Testované latky st netoxické.

Nevyzaduje sa opitovné posiidenie projektu.



y
Netechnické zhrnutie projektu SEVK / Th-22 A ?’ Y Ia ‘4 Z

Nazov projektu: ,Sledovanie uéinku vCelej materskej kaSi¢ky a pripravku s obsahom
véelieho defenzinu-1 na hojenie exciznych ran*

KIlacové slova: véelia materskd kagicka, defenzin 1, hojenie exciznych ran

Ukel projektu: zkladny vyskum, translaény a aplikovany vyskum s cielom lie¢by chordb,
vyvoj a testovanie kvality a iéinnosti lie¢iv

Ciele projektu:

Akutne i chronické rany predstavuja v klinickej praxi zdvazny problém. Tkanivo
nehojacej sa rany, alebo dlhodobo sa hojacej rany je idedlnym prostredim na mnoZenie
mikroorganizmov, predlZovanie fizy zapalu hojenia rany a dalSie procesy, ktoré odd’al'uja
uzavretie rany a jej vyplnenie novym tkanivom, &o spOsobuje mnohokrat zévazné zmeny
v postihnutych tkanivach, mnohokrat fazké postihnutie pacienta, stratu tkaniva ktord je &asto
spojend aj so stratou funkcie orgénu. Z tychto dévodov je Casto vhodné proces hojenia rany &o
najviac urychlit, skratit' dobu, po ktorti je rana otvorend a podporit’ proces vyplnenia rany
a reepitelizécie.

Véeli med a materskd kaficka ako prirodné produkty vcely su pouZivané nielen ako
vyzivové doplnky ale aj antimikrobidlne produkty, ktoré opét’ ziskavaju popularitu amaju
svoje uplatnenie pri procese hojenia chronickych ran ako st vredy predkolenia, dekubity
ardzne komplikovane sa hojace operaéné a iné rany. Predpokladé sa, Ze za antibakteridlnym
ucinkom medu a materskej kasicky stoji antibakteridlny peptid defenzin-1, vysoky podiel
cukornej zloZky, nizke pH, tvorba peroxidu vodika, polyfenolické latky a rdzne iné
fytochemické latky. Hoci defenzin-1 bol prvy krét identifikovany vo véelej materskej kaSicke
uz vroku 1990, jeho pritomnost vo v&elom mede sa dokézala len nedivno. Ide o peptid
patriaci do skupiny defenzinov, zloZeny z 51 aminokyselin s molekulovou hmotnostou 5,52
kDa. Hmyzie defenziny vykazuju antibakterialne ucinky. Proteinové sekvencie hmyzich
defenzinov vykazujii iba obmedzent podobnost so sekvenciami cicavéich defenzinov, ale
Strukturdlne motivy maju rovnaké.

Defenziny, podobne ako aj niektoré iné skupiny antimikrobidlnych peptidov pOsobia
ako chemoatraktanty na rézne druhy buniek ako st monocyty, T-bunky a dendritické bunky.
Bolo zistené, Ze beta-defenziny stimuluj génovii expresiu a produkciu zépalovych cytokinov
a chemokinov  z keratinocytov. Taktie pozitivne stimuluji migriciu  a proliferdciu
keratinocytov. Tieto vysledky naznaCuju, ze defenziny okrem svojej primérne;j
antibakteridlnej funkcie, mozu participovat’ v remodelacnej fize procesu hojenia rén, &o viak
nie je mozné dokazat in vitro.

Véelia materska kaSicka vykazuje okrem dobre popisanych antibakteridlnych
vlastnosti aj imunomodulaéné vlastnosti. Bolo identifikovanych niekolko 1atok 1zolovanych
z materskej kaSicky, ktoré vplyvali na aktivaciu a moduldciu imunitnych a koZznych buniek.
Pomocou in vitro modelu re-epitelizadcie u bunkovej linie keratinocytov bolo dokdzné, ze
zlozky materskej kaSicky zvysuje stupeti re-epitelizdcie a podporuje migraciu buniek.

NaSe neddvne experimenty in vitro ukézali, e véeli defenzin-1 stimuluje produkciu
matrix metaloprotedzy 9 (MMP-9) z koZnych buniek a podporuje migraciu buniek. Preto
predpokladdme, Ze defenzin-1 je jednym z faktorov, ktoré stoja za medom, resp. materskou
kagickou indukovym procesom hojenia ran. Pomocou navrhovaného experimentu chceme in
vivo sledovat’ vplyv prirodnej latky i ¢istého defenzinu na proces hojenia rany v celej jeho
komplexnosti, ¢o dosial' nie je moZné uskutoénit Fadnou alternativnou iz vitro metédou ani
syntezou vysledkov kombindcie viacerych metdd. Udaje z preklinickej $tidie o defenzinom-



l-indukovanej stimuldcii produkcie regulaénych latok v komplexnom procese hojenia ran
a 0 jeho vplyve na rychlost’ hojenia rany s nevyhnutné pre jeho pripadné humanne klinické
testovanie pri liecbe neinfekénych chronickych ran.

Prinos z vykonaného projektu

Hlavnym prinosom zrealizovanej $tidie bude overenie imunomodulagnej tlohy véelieho
defenzinu-1 v procese hojenia rén in vivo a dokazat tak, Ze okrem antibakteridlnej aktivity,
defenzin-1 je schopny regulovat’ produkciu cytokinov a matrixovych molekdl z imunitnych
a koznych buniek in vivo. Udaje z preklinickej $tudie o defenzinom-1-indukovanej stimulécii
produkcie regulaénych latok v komplexnom procese hojenia rn a o jeho vplyve na rychlost
hojenia rany st nevyhnutné pre jeho pripadné huménne klinické testovanie pri liecbe
neinfekénych chronickych ran.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty: potkan laboratérny, Wistar, samce, 20 ks

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

Na chrbte kazdého zvierata budi indukované 4 plnoprofilové rany, na ktoré budi aplikované
testované latky vo forme gélu. S cielom &o najvacSieho zmiernenia bolesti, indukcia ran,
kazdodenné oSetrenie, previz, aplikdcia testovanej latky a odber bioptického materialu z ran
prebehne v celkovom znecitliveni Na zmiernenie pooperaénej bolesti bude ihned po ukondeni
zakroku podany tramadol ip. Podl'a potreby bude zvieratdim medzi zdkrokmi podavany
tramadol p.o. (priddvany do vody). Pri pripadnom zhorSeni zdravotného stavu alebo pri zisteni
neucinnej analgézie pocas postupu, hlavne v prvom dni po chirurgickom vykone, sa zviera z
pokusu vyradi, bude mu podand injekénd celkovd anestéza anésledne bude huménne
usmrten€ podanim letdlnej davky pripravku T61.

Predpokladana vrovei krutosti:
injek¢né podanie anestetik — mierna
injek¢né podanie analgetik - mierna
indukcia rdn v celkovom znecitliveni a nslednou pooperaénou analgéziou — stredna
oSetrenie, previz a dokumentécia ran v celkovom znecitliveni — stredn4
odber bioptickych vzoriek v celkovom znecitliveni — stredna

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat: Pre planované pokusy neexistuji alternativne met6édy. V projekte sa
v8ak sleduje a uplatfiuje najnovsia legislativa v sivislosti so smernicami o pouZiti zvierat na
vedecke ucely, ktora uzakonil Eurépsky parlament (smernica 2010/63/EU) a Nariadenie vlady
SR (Zbierka zakonov ¢&. 377/2012) a Vyhlaska 436 PMaRV SR.

2. Redukcia poétu zvierat:

Polet zvierat pouZitych v projekte je obmedzeny na minimum, nevyhnutné pre $tatistické
vyhodnotenie vysledkov. Experiment je navrhnuty tak, e kaZdé zviera ako individuum sluzi
na testovanie Styroch rozliénych substancii a po odbere bioptickych vzoriek zo vietkych
Styroch ran bude vyradené z experimentu a humanne usmrtené. Opitovné pouZitie zvierat nie
je moZne, ked’Ze po zhojeni ran a odbere bioptického materidlu uZ nie je dostupna na chrbte
intaktnd koZa pre nasledujici experiment.







Priloha & 1
Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Nedospelé, indolamin 2,3-dioxygendzu exprimujtice dendritické bunky ako
potenciélna terapia odmietnutia Stepu po transplantacii (testovanie aktivécie T-lymfocytov in
vitro)

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 31{-‘7—'//4 —&c

Klicové slovd v projekte ( max 5 slov): dendritické bunky, indolamin 2,3-dioxygenaza, mixed
lymphocyte reaction, tolerancia

Uéel projektu*; Translaény alebo aplikovany vyskum

Opisat ciele projektu:

Cielom tohto projektu je zistit, ¢ nedospelé dendritické bunky (DC) izolované z kostnej drene
a exprimujiice indoleamin 2,3-dioxzgendzu (IDO) doka¥u inhibovat proliferdciu T lymfocytov
izolovanych z lymfatickych uzlin in vitro (mixed lymphocyte reaction) a ¢i vykazuju tolerogénne
vlastnosti.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre veduy, l'udstvo, zvieratd)

Vysledky tejto prace by mohli byt uZito¢né pre pacientov podstupujticich transplantéciu oblidiek,
kedZe ako akiitna, tak aj chronicka rejekcia renalneho Stepu je stile obrovsky problém na poli
transplanticie orginov. Nedospelé, IDO exprimujice bunky by mohli vykazovat silny
imunomodulaény potencial a tak nahradit’ terajsiu imunosupresfvnu terapiu s vaznymi
neziadicimi Gi¢inkami.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:
Potkan (Rattus norvegicus), kmeti Brown Norway a Lewis, samce.

Polet na celti dobu trvania experimentu: 60 zvierat kmeta Brown Norway, 30 zvierat kmefia
Lewis.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierati vramci vykondvania
projektu:
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Zvieratam nebudti vykondvané Ziadne intervencie, nebudu premedikované, ani merané. Do ich
Zivota sa nebude zasahovat a% do usmrtenia, kedy budd izolované DC aT lymfocyty.
Predpokladany diskomfort je teda vel'mi maly.

Predpokladana tiroveri krutosti: 0) bez moZnosti zotavenia

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie prefo sa nemdZe pouzit' alternativna
metoda bez pouZitia zvierat).

I ked' samotné experimenty budi realizované na bunkovych kultirach in vitro, nie je moZné
ziskat' DC a T lymfocyty z inych zdrojov ako priamo z potkanov. Navyse, je nutné pouzit’ model
Brown Norway (donor DC) a Lewis (donor T lymfocytov - v pripade in vitro experimentov
predstavuji ,recipienta”). Ide o inbredné kmene s definovanym haplotypom, ktoré sa si
navzajom opozitné, a teda predstavujii dobry model pre rejekciu,

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia uréeného poétu zvierat, akym sp6sobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil minimalny mo#ny potet Zvierat)

Na izolaciu DC a T lymfocytov st potrebné tri skupiny zvierat:

1 - izolacia DC z kostnej drene 1 potkan kmeiia Brown Norway; 2 - izolacia T lymfocytov z
lymfatickych uzlin (allogénna kombinacia) 1potkan kmetia Lewis; 3 - izolacia T lymfocytov z
lymfatickych uzlin (izogénna kontrola) 1 potkan kmeiia Brown Norway.

Z naSich predoslych experimentov vieme, e na jeden experiment st potrebné 2 potkany Brown
Norway a 1 potkan Lewis. Z tohto poltu dokdZeme izolovat dostato&né mnoZstvo buniek
potrebnych na jeden experiment s pouZitim jednej latka stimulujicej IDO.

Uplatnenie 3R, redukciu poétu zvierat plénujeme uZ tym, Ze tieto experimenty budu vykondvané
in vitro. Tym sa vyhneme naroénym a ¢asto bolestivym experimentom testovania potencialu DC
in vivo, ktoré by vyZadovali podstatne vigsi polet zvierat. NavySe tymito preliminirnymi
experimentami vylti¢ime postupy, ktoré nedostatoéne moduluji imunitn funkciu DC.

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 vedecké ciele projektu)

Chceme pouZit model Brown Norway (donor DC) a Lewis (donor T lymfocytov - v pripade in
vitro experimentov predstavuju ,recipienta). Ide o inbredné kmene s definovanym haplotypom,
ktoré si si navzajom opozitné, a teda predstavuji dobry model pre rejekciu. Ked'ze diskomfort
zvierat v tomto projekte je vel'mi nizky (zvierat4 budi utratené a pouzZité na izolovanie buniek,
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Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Vplyv Idiok ovplyvitujiicich IDO na rendlne poskodenie v ischemicko-reperfiiznom
modeli oblicky u potkana.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: \3 ié a ///' b— 2 2 /

KPucové slova v projekte ('max 5 slov): IDO, IR, AK], oxidaény stres, apoptéza, fibroza, zapal

Ukel projektu: Translaény alebo aplikovany vyskum

Opisat’ ciele projektu:

Ischemicko-reperfiizne pogkodenie oblicky (IRI) je &astou priCinou akiitneho poskodenia oblidiek
(AKI). IRI vyplyva z niekolkych faktorov, ktoré ovplyvituji ako renalny tubuldrny epitel tak aj
renalnu mikrocirkulaciu. Ischémia vyrazne znizuje intraceluldrne ATP spojenie a iniciuje poskodeniu
buniek, ktoré je efte zhorfené zvySenim oxidadného stresu, apoptézy a zipalu. IDO
(indolamindioxigenéza) je enzym, ktory metabolizuje tryptofén za vzniku §tiepnych produktov ako st
kynureniny. Uloha IDO v IRI nebola dosial’ dostatodne popisan4 - niektoré prace ukazuji, Ze IDO by
mohlo byt v IRI prinosné a iné, ukazuju opak a navyge, tloha IDO v IRT u potkana nebola doteraz
skimana. Preto je nutné preskiimat’ \ilohu IDO v IRL, ato hlavne Jjeho vplyv na o;(idaén}'/ stres,

apoptozu, zdpal a daliie parametre, ktoré st pri IRI zmenené a prispievaju k AKI.

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

Vysledky tejto prace by mohli byt uzitogné pre pacientov liediacich sa na AKI, ako napriklad po
transplantacii obligky, alebo inak sposobenou AKI.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty:

Potkan (Rattus norvegicus), druh Wistar, samce.

Pocet na celtt dobu trvania experimentu: 200 zvierat

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

Jedind ujma bude tvod do anestézy, inak nebude s potkanmi nig vykondvané, tak¥e ujma bude
minimélna.

Predpokladani tdroveii krutosti:
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a) slabé — potkan bude uvedeny do anestezy, z ktorej sa neprebudi, ale v anestéze bude usmrteny
exsanguinaciou, takze Jediny diskomfort bude tivod do anestézy,

Uplatiiovanie z4sad 3R

1. Nahradenie vierat:

bez pouZitia zvierat),

Nahradenie zvierat nie je moZné, kedse poskodenie obligiek u Tudi/potkanov ma komplexny
charakter, zahfia cievne zmeny, ktoré planujeme sledovat.

tento druh $tidif ani nie Je uplny. Ty Jje sice mozné sledovat g ovplyviiovat’ signélne drahy v
Jednotlivych rendlnych bunkéch, ale ked?e obligka obsahuje mnoho rdznych typov buniek, ktoré sy
vzijomne prepojené Jje potrebné pozriet’ sa na problematiku IRI a IDO terapie v $irSom kontexte;
zahmtt' mozny vplyv dalsich systémovych elementoy. Jednd sa o zistenie Uasti moZnych
regulaénych proteinov a preto v tomto type projektu nie Jje mozné pouit ani potitadové simulécie.

2. Redukcia poéty Zvierat:

(Zd6vodnenie pouzitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouZil minimélny mozny podet zvierat)

na fixaciu formaldehydom a histolégin + 10 pa cievne experimenty a ostatné organy na metodiky
molekularne;j biolégie. To znamen4 200 potkanov na cely experiment.

Uplatnenie 3R, redukciu  podtu zvierat planujeme aviak vyuzit' tym, e v preliminérnych
experimentoch na bunkovych kultirach stanovime optiméalne davky lie&iv a tym sa zni%i po&et zvierat

3. Zjemnenie:

Nie je nutné. Pretose Jedind ujma bude tvod do anestézy, inak nebude s potkanmi ni¢ iné vykondvané.
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minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

Checeme pouZit samce kmeiia Wistar, ktoré st najéastejsie pouZivané na podobny vyskum
amozno teda porovnat’ nage experimenty z pracami inych autorov. Dal3i dovod preco chceme pouzit
potkany rodu Wistar, &o Je outbred, ktory mé vi&giu genotypovi ako aj fenotypovi variabilitu ako
inbred potkany, &o Jje viac podobné udskej populacii. Tento vedecky problém sa nedd riesir
alternativne, preto chceme pouzit’ potkany.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: nie
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Priloha €. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Ucinok stresu vyvolaného imunitnou reakciou poéas gravidity potkanov na naslednt
starostlivost’ o mladata a na neuronalnu excitabilitu miadat.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:3§<?<§7/9v224

KFPucové slova v projekte (max 5 slov):
LPS, stres, elektrofyzioldgia, materinské spravanie, primarne kultary

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

Opisat’ ciele projektu:

1) Zistit, aké zmeny v starostlivosti samic potkana o mladata vyvola prekonanie
stresu spdsobeneého imunitnou reakciou poc¢as gravidity.

2) Zistit, aké zmeny v hipokampalnej excitabilite mladat potkana vyvold, ak ich matka
prekona pocas gravidity stres spdsobeny imunitnou reakciou; prisom sa sUstredime
na zmeny existujuce bezprostredne po narodeni a zmeny vo veku jeden mesiac.

3) Urcit, ktoré napatovo zavisle ionové kanaly sa podielaji na identifikovanych
zmenach excitability hipokampalnych neuronov.

Prinos z vykonaného projektu:

Je zname, Ze stres matky pocas tehotenstva zvysuje u deti riziko ochoreni ako
sU depresia, schizofrénia alebo autizmus. Jednym z najbeznejsich stresorov, ktorym
moZu byt tehotné Zeny vystavené, je akutne infekéné ochorenie. O jeho priamom
vplyve na funkciu mozgu potomstva je len malo informacii. Vysledky nasich
experimentov  prispeju Kk porozumeniu  mechanizmu  vzniku  patologickych
neuroendokrinnych zmien a du$evnych portch spdsobenych stresom prekonanym
matkou pocas gravidity.



Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
Laboratérne potkany Rattus norvegicus, gravidné samice kmena Wistar
(Anlab, Praha Ceska republika): 60 jedincov (cca 600 mladat)

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

Gravidnym samiciam bude pocas tehotenstva opakovane podany LPS, &o u
nich vyvola imunitn’ stresovu reakciu. Predpokladame , Ze stres podéas tehotenstva
negativne ovplyvni spravanie matiek ako aj aktivitu neurdénov a neuroendokrinné
parametre mladat.

Predpokladana troven krutosti:
Naplanovane zasahy na laboratérnych potkanoch méZeme zaradit do
nasledovnych kategorii podla Urovne krutosti:

Kategdria slabé (zvierata budl pocitovat kratkodobU slabu bolest a vo vyznamnej
miere nebude naruSena ich pohoda ani celkovy stav):
- 1.p. podavanie anestézie (chloralhydrat, pentobarbital)

Kategoria stredne (zvieratd budu pocitovat kratkodobl stredni bolest a je
pravdepodobné, Ze stredne narusia pohodu alebo celkovy stav zvierat):
- opakované i.p. podavanie LPS

Kategdria bez moZnosti zotavenia
- elektrofyziologické meranie aktivity neuronov

Uplatiiovanie zasad 3R:
1. Nahradenie zvierat (zddvodnenie pouZzitia zvierat v projekte, zdévodnenie preéo sa
nemdze pouZit alternativna metdda bez pouzitia zvierat)

V predlozenom projekte budeme Studovat sprévanie a aktivitu nervovych
buniek hipokampu, ¢€o si vyZaduje vyuzitie animalneho modelu s dostatoéne
vyvinutym centralnym nervovym systémom. KedZe predpokladame, Ze nase
vysledky by mohli mat' potencialny klinicky dopad, povazujeme za primerané pouzitie
malych laboratérnych zvierat potkanov, ktoré s z hladiska vyskumu spravania, &i
depresie najlepSie preskimané a z hfadiska elektrofyziologického merania velkostne
najvhodnejsie. Preto nie je moZné navrhovany experiment realizovat' na systematicky
nizsom druhu ZivoCichov a ani za vyuZitia pocitacovej simulacie. Experimenty
v predlozenom projekte vyZaduju pouZitie animalneho modelu potkana kmefia
Wistar, s ktorym mame bohaté skisenosti.

2. Redukcia poc¢tu zvierat (zdévodnenie pouZitia uréeného poétu zvierat, akym
spbsobom sa pouzije redukcia, objasnenie toho, 2e sa pouZil minimalny mozny podéet
zvierat)

Pocet pouZitych zvierat je minimalizovany na najniz$iu mozna mieru. Tento
pocet je Uplné minimum preto, aby sme ziskali dostatok materialu na pripravu
primarnych kultar hipokampalnych neurénov a aby in vivo elektrofyziologické
merania mali este Statisticky vypovedny hodnotu. Elektrofyziologické meranie aktivity




neurénov je Casovo naro¢né a medzi jednotlivymi experimentmi moéze byt dlhy
Casovy rozstup. Pokial to v8ak personalne a technické kapacity umoznia, bude
mozné pouzit spoloné kontroly atym padom znizit podet zvierat v jednotlivych
experimentoch.

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

Utrpenie zvierat bude minimalizované dodrziavanim kazdej z piatich zasad
uvadzanych pri definicii welfare zvierat. Testy budd uskutoéfiované tak, aby zvierata
¢o najmenej stradali. Gravidné samice budl pred pérodom chované v samostatnych
klietkach s pristupom ku peletovanej strave a vode ad libitum. Gravidnym samiciam
bude od 15. do 19. dnia gravidity podavany LPS na vyvolanie zapalovej stresovej
reakcie. Po pérode bude ¢ast zvierat oddelenych od matiek a usmrtenych (priprava
primarnych kultdr) a ¢ast ostane s matkami podas jedného mesiaca za UGdelom
pozorovania zmien materinského spravania. Zdravotny stav zvierat bude denne
monitorovany.

Po ukonCeni experimentov budl zvieratd usmrtené predavkovanim
anestetikom (pentobarbital). Zvierata, u ktorych sa v priebehu planovanych pokusov
prejavi zhorSenie zdravotného stavu, budl z experimentu vyradené a v pripade
pretrvévania zdravotnych komplikacii po konzultacii s veterinarom MVDr. Jozefom
Olexom humanne usmrtené.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano ni
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Priloha IT

Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z. :’)q Z/:! /’% -2 /
H

¢
Nazov projektu:

STUDIUM DOSLEDKOV MATERSKEJ DEPRESIE A PQDAVANIA ANTIDEPRESIVA
VENLAFAXINU NA FUNKCNY VYVIN MOZGU A SPRAVANIE POTOMSTVA
POTKANOV (VEGA 2/0168/15)

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

V lekérskych kruhoch dodnes nie je jednoznadne zodpovedana otazka, &i liedit, alebo neliegit tehotnii
a dojéiacu matku antidepresivami. Nelietena materskd depresia ale aj pouzivanie antidepresiv moze
nepriaznivo ovplyvnit' vyvin plodu a novorodenca. Antidepresiva su lieky, ktoré harmonizuju
nerovnovahu monoaminov v mozgu. Akékolvek zmeny na urovni monoaminov podas vyvinu médZu
viest’ k funkénym poruchdém mozgu s naslednymi neurobehaviordlnymi dysfunkciami v neskorfom
postnatalnom obdobi. Ciefom projektu bude pokradovaf v experimentalnom vyskume w&inku
antidepresivneho licku venlafaxinu pod4vaného kratko pred pérodom a potas lakticie samotne, ako aj
v kombinacii s materskou depresiou, na funk&ny vyvin mozgu a spravanie potomstva potkanov. Tento
vyskum je dolezity aj pre klinickii prax, pre ktorii vysledky riefenia projektu méu znamenat
prehodnotenie pouzivania venlafaxinu polas tehotenstva a dojenia. Prinosom projektu buda
origindlne poznatky o vplyve lie¢enej a nelieCenej depresie v skorych §tadiach vyvinu mozgu, ktoré by
prispeli k poznatkom pri prevencii a liebe depresie podas tehotenstva a laktacie. V postupoch
pouZijeme 60 dospelych laboratérnych samic, 20 dospelych samcov a nasledne ich potomstvo
s po¢tom 384 potkanov, kmefia Wistar/DV v 1. &asti tadie (Yar 2015) arovnaky podet zvierat aj
pocas 2. Casti Stidie (Jar 2017). '

b) Preukizanie stiladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia

Replacement ( nahraditePnost’ zvierat)

V uvedenom pokuse je potrebné ziskat komplexné informécie o moZnych nepriaznivych uéinkoch
testovane] latky hodnotenim behavioralneho, neuroendokrinného a neurochemického statusu
potomstva potkanov. Pokus nie je mozné realizovat v podmienkach in vitro, je potrebné ho uskutoénit
in vivo. Rovnako nie je mozné pokus vykonat na systematicky nizSom druhu Zivodichov. Health
Effects Test Guidelines OPPTS 870.6300 Developmental Neurotoxivity Study (EPA, 1998) a OECD
Guideline for the Testing of Chemicals, Draft Proposal for a New Guideline 426, Developmental
Neurotoxicity Study (OECD, 1995) odporii¢aju Stidie vyvinovej neurotoxicity vykonavat na
laboratornych potkanoch.

Ref.:

EPA (1998), Health Effects Test Guidelines, OPPTS 870. 6300, Developmental Neurotoxicity Study,
EPA 712-C-
98-239.

OECD (1995), Guideline for the testing of chemicals, Draft proposal for a new guideline 426,
Developmental Neurotoxicity Study.



Reduction (zniZovanie poétu zvierat)

Reprodukovatelné vysledky je mozné ziskat len pri spracovani dostatoéného poctu zvierat.
K zvieratdm ovplyvnenych depresiou ako aj VENF je nutné priradit’ kontrolnt skupinu zvierat, teda
zdravych zvierat nelieCenych za téelom zistenia mozného negativneho posobenia depresie ako aj
lie€iva. V $tudii celkovo pouZijeme 120 samic a 40 samcov potkanov Wistar. Maximdalny poédet
mlédat vo vrhu s matkami bude 768, podet zvierat po odstave od matky spolu 320 zvierat oboch
pohlavi. Ide o najniZsi moZny podet zvierat v jednotlivych skupindch, ktory méZe byt Statisticky
hodnotitelny (10-12 na skupinu).

Refinement (zjemnenie pokusu)

S cielom minimalizovat’ stres u zvierat, budli pri experimente pritomné len osoby nevyhnutné na
vykonanie samotného pokusu, ktoré budu k zvieratdim pristupovat velmi Setrne. Podas celého
priebehu experimentu bude o zvieratd néleZité postarané, budu oSetrované odbornymi pracovnikmi
experimentdlneho zverinca UEFT SAV a pravidelne kontrolované vedicim experimentu. Pri
oSetrovani experimentalnych zvierat bude dodrZiavana kazda z piatich slobad uvadzanych pri definicii
welfare zvierat. Dospelé gravidné a laktujiice zvieratd budd umiestnené individudlne. Mladats do
obdobia odstavu na 21. deti veku budu umiestnené s matkou, po odstave v skupine po 3-4 zvierata v
Jjednej chovnej klietke. Zdravotny stav zvierat bude denne monitorovany. Zvieratd budu pri pouZitych
testoch minimalne vystavené stresu a bolesti.
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Netechnické zhtnutie projektu:
Nazov projektu: Antthypertenzivna aktivita novjch kombinovanych o/B sympatolytik

X, . . . . . L AR
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: P " A ’
proj qJ T 774

t

KPugové slova v projekte ( max 5 slov): hypertenzia, SHR, alfablokétory, betablokatory

Ugel projektu: Translaény alebo aplikovany vyskum

Opisat’ ciele projekiw:

Utel pokusu a jeho zdévodnenie

V predkladanom projekte plinujeme zistit, & originilne naprojektované a na Farmaceutickej fakulte UK
pripravené detivity aryloxyaminopropanolov, ktoré v predchidzajacich experimentoch in vitro potvrdili
kombinovand o /B adrenolyticki aktivitu budd antihypertenzivne G¢inné in vivo. V rimci liechy
hypertenzie sa v pripade nedostatoénej ipravy TK pacienta monoterapiou &asto pristupuje ku kombinacii
lie¢iv s rdznymi mechanizmami Gcinku. Hybridné lie¢iva s Geinkom na kardiovaskulirny systém zahffiajd
viacero fragmentov spojenjch v jednej molekule, ktoré majd rozliénj farmakologicky téinok. Vyhodou
tychto lieciv je moZznost’ ovplyvnit' viacero funkcif sii¢asne v jednej terapeutickej dévke (Christiaans 2
Timmerman 1996). Skiimané litky obsahujti kombiniciu dvoch farmakoférov, a- aj B-sympatolyticky
cinok bol potvrdeny pokusmi in vitro. V predkladanom projekte plinujeme overit antihypettenzivau
aktivitu skiimanych litok in vivo na Zivjch pokusnjch zvieratich.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, Pudstyo, zvierats)
Vysledky tejto price by mohli priniest’ nové lie¢ivi uZitoéné pre pacientov lieiacich sa na hypertenziu.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty:

Potkan (Rattus norvegicus), druh SHR, samce.
Pocet na celd dobu trvania experimentu: 132 zvierat

Predpokladany neptiaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vvkondvania projektu:

Zvieratim bude merany tlak metédou tail cuff, pri ¢om si fixované vo valci. Na tito procediru budd
zvieratd trénované, aby volne vosl do valca a ostand pokojne pocas celého merania. Potkany buda
umiestnené raz za dva tj*dne do metabolickych klietok, individudlne ubytované, s jedlom a vodou, na
dobu 24 hodin za tcelom zbierania 24 hodinového mocu (na stanovenie metabolitov skiimanych litok),
o prinesie zvieratim Pahkj diskomfort. Po uplynuti 7 tj¥ddov budi zvierat usmrtené v anestézii
exsanguiniciou — bez sp6sobenia ujmy pred uspatim.

Predpokladand viroves krutosti:
a) slabé
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Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Zdévodnenie pougitia zZvierat v projekte zdbvodnenie preco sa nemodze pouZit’ alternativoa metdda bez
p P ) t)
pouéitia zvierat).

Nahradenie zvierat nie je mozné, ked’ze hypertenzia u Pudi/potkanov ma komplexny charakter. Jedn4 sa o
zistenie ucasti moznjch regulacnych proteinov a preto v tomto type projektu nie je mozné pouzit’ ani
pocitatové simuldcie a ani nie je mo%né skiimat’ tento efekt 7 vitro. Regulicia krvného tlaku zahffia viacero
aspektov, ktoré planujeme analyzovat — ato z orginov odobratych po utrateni, ako napriklad planujeme
stanovit’ endotelovi funkciu aorty (kde vieme, Ze pri hypertenzii je narugend) a skiimané latky by mohli
tito funkciu obnovit. Dale] plinujeme skumat’ Géast regulanjch proteinov pomocou metéd
molekulrnej biolégie, &i histolégie = orginov odobratych pri utratent.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zd6vodnenie pouzitia uréeného poctu zvierat, akjm spésobom sa pousije redukcia, objasnenie toho, Ze
sa pouzil minimélny moZny pocet zvierat)

Na skimanie protektivneho Géinku liediv je potrebnych 11 experimentilnych skupin:

1 — kontrola, 2 — naftopidil/10, 3 — experimentilna litka A2/10, 4 — experimentilna latka A3/10, 5-
experimentilna litka A4/10, 6- karvedilol/10, 7 — naftopidil/30, 8 — experimentilna litka A2/30, 9 —
experimentilna litka A3/30, 10- experimentilna litka A4/30, 11- karvedilol/30

Z naich predosljch experimentov vieme, %e rozsah hypertenzie je pri SHR znaéne variabilny, preto je
nutny vicsi pocet zvierat v jednotlivych skupindch, ako pri injch experimentoch. Aby bolo moZne
experiment nisledné tatisticky spravne vyhodnotit’, navthujeme 12 potkanov na skupinu. To znamens
132 potkanov na cely experiment.

Uplatnenie 3R, redukciu poétu zvierat planujeme vyuzit' tjm, %e v prelimindrnych experimentoch sme
stanovili optimalne dévky lie¢iv a tjym sa znizil pocet zvierat, ak by davky lie¢iv neboli dostatoéné.

3. Zjemnenije;

Chceme pouzit’ metédu tail cuff na stanovenie krvného taku, Pri tejto metdde potkany méZu byt v strese
a preto budd na tento proces trénované. Bude im dovolene volne sa pohybovat’ vo valci a budd
trénované aby pokojne ostal vo valci pocas merania, ¢o znacne znf3i stres zvierat z tejto metodiky.

(Vysvetlit’ viber pouitjch druhov zvierat, zdévodnenie pouzitia zvierat'a, objasnenie spdsobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonévania postupu tak, aby sa dosiahli vedecké
ciele projeknu)

Chceme pouzit’ samce kmefia SHR, ktoré sa najéastejie pouZivané na podobny vjskum a mo#no
teda porovnat’ nae experimenty pricami injch autorov. Tento vedecky problém sa nedi riedif
alternativne, preto chceme pousit’ potkany.

Projekt bude podlichat’ opitovnému schvalovaniu: nie
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Projekt &. 8, Priloha &. 3, str. 1/2

Netechnické zhrnutie projektu ¢. 8 z}/ %) S ,j’é —2D //

Stadia realizovatelnosti a optimalizicia merania telesnej teploty u kralikov za pouzitia
rektalnych sond a bezkontaktného teplomera s vylicenim vplyvu cirkadidnnych rytmov
a pohlavnej prisluSnosti s ndslednou aplikaciou vyvijanej ockovacej latky
a monitorovanim telesnej teploty po podani vyvijanej celobunkovej absorbovanej

vakeiny proti zaSkrtu, tetanu a ¢iernemu kaslu.

Ciel’ projektu pokusu, predpokladani ujma a prinosy:

Kralik doméci je najvhodnej$i zvieraci model na testovanie pyrogénnych latok v
celobunkovej vakcine proti zaskrtu, tetanu a éiernemu kaslu (Bordetella Pertussis). Udava sa,
e kralik doméci je porovnatelne citlivy na podanie ofkovacej latky ako diet'a. Aktudlne
vakcinaéné programy vo vyspelych krajindch zahffiaju prevaZne vakcinaciu polyvalentnou
DTPaP vakcinou, ktord zahfiia aj vakeinu proti toxinu Bordetella Pertussis. V minulosti bolo
pouZivanie celobunednej vakciny proti Ciernemu kasPu vytlaené aktudlne pouZivanou
acelularnou vakeinou, z ddvodu &astého vyskytu neZiaducich G¢inkom ako horucka a fibrilné
Soky anaslednej silnej antivakcinaénej lobby. Vyvijana celobunkova vakcina proti zéSkrtu,
tetanu a Siernemu kadlu, ktord bude aplikovana v tomto projekte, bude obsahovat’ geneticky
detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella Pertussis a je formulovana
pomocou aluminium hydroxid nosita tak, aby poskytovala maximalnu imunogenicitu
a minimalizovala neZiaduce uéinky typu zvysenie teploty.

Utelom skigky v 1. faze projektu je urit’ optimalne podmienky merania telesnej teploty u kralikov za
pouzitia rektalnych sond a bezkontakiného teplomera s vyliéenim vplyvu cirkadidnnych rytmov
a pohlavnej prisluinosti. Na zéklade vysledkov z 1. fazy (vyber pristroja na meranie telesnej teploty,
vyber pohlavia) by sme zrealizovali 2. fazu, v ktorej budeme aplikovat’ vyvijanii o¢kovaciu latku. Ako
olkovacia latka sa bude pouzivat RALDITEPERA vyvijand spoloénostou Revabiotech SE, Praha.

Pre porovnanie s vyvijanou o&kovacou latkou budeme pri skiskach pouZivat' 3 skupiny
kontrolnych zvierat: zvieratd otkované nemodifikovanou celobunednou vakcinou proti DTP
(3ks) azvieratd otkované adjuvansom, teda aluminium hydroxidom, v koncentracii 0,7
mg/ml, objem 0,5 ml im. (3ks) azvieratd otkované fyziologickym roztokom (1ks).
Ogkovacia latka sa pri skugke v 2. faze poda 3ks zvierat v koncentracii X, objem Y i.m. (3ks).
Cielom projektu je sledovat’ ukralikov zvySovanie sa telesnej teploty nami urenym
presnej¥im pristrojom po podani ockovace] latky. Telesnt teplotu budeme monitorovat
najskdr o 5 hodin po aplikécii. Pri ndvrhu skusky vychadzame z dostupnych publikacii, ktoré

pojedndvaju o pouziti kralikov pri teste celobuneénej vakciny proti Bordetella Pertussis na
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pyrogény (Verwer et al., Reducing variation in a rabbit vaccine safety study with particular
emphasis on housing conditions and handling, Lab. Anim. 2009, 43: 155, Kaaik et al.,
Nonclinical vaccine safety evaluation: advantages of continuous temperature monitoring
using abdominally implanted data loggers, J. Appl. Toxicol. 2013; 33: 521-526; Dias et al,
An improved whole pertussis vaccine with reduced content of endotoxin, Human vaccines
and immunotherapeutics, 9:2, 339 — 348, February 2012). Podl'a tychto publikovanych §tadii,
nérast tepldt u kralikov bol pozorovany v rozmedzi 5-12 hodin po podani celularnej vakciny
s najvy$$m nérastom tepldt pri 8 hodinach od podania. Z tychto publikécii zaroveil vyplyva,
e vzostup teplot je pomerne nizky v rozmedzi cca 0,5-1°C. DdleZiti Glohu pri celom teste
hré jemna manipuldcia so zvieratami a ndvyk kralikov na personal a procedury, ktoré si na
nich poéas skugky vykondvané. Nevhodné zaobchédzanie, ¢i nové stimuly totiz mdZu navodit
stresovy stav a navodit’ vzostup telesnej teploty kralikov, &o povedie k skresleniu vysledkov
skusky. CiePom 1. fazy projektu je preto aj navyk krélikov na manipuléciu a persondl ako aj
na ujasnenie, ktoré zmeracich zariadeni podédva spolahlivej§ie merania a minimalizuje
navodenie stresu u testovanych zvierat.

Pocas skugky a podas podéavania latok sa zabezpedi jemné zaobchddzanie a manipulacia so
zvieratami s konstantnym personalom, ktory bude od zadiatku 1. fazy projektu aZ po koniec 2.
fazy projektu so zvieratami manipulovat’. Neo¢akéva sa riziko dihodobej bolesti ani utrpenia.
Zvieratd budi mat 3$tandardné umiestnenie, potravu a starostlivost. Kralikom sa nebude
odoberat’ Ziadny biologicky materidl. Po ukonéeni postupu budu vietky zvieratd usmrtené
podla NV &. 377/2012, § 5, Priloha &2, Kraliky — Nadmernd davka anestetik (podava zmluvny

veterinarny lekar) a nasledna dislokécia krénych stavcov, Néraz/ider do hlavy.

Poéet a druh pokusnych zvierat

Kralik domaci kmetia HILL, bez rozdielu pohlavia, 10 ks zvierat pre testovanie kaZdej
vyrobenej §arze RALDITEPERY.

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanoveny polet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostato¢ného
poétu vzoriek pre validné vyhodnotenie vysledkov zmien v vzostupe telesnej teploty
u kralikov po podani otkovacej latky. Nie je mozZné nahradit’ postup na zvieratach in vitro
testami na bunkovych linidch. So zvieratami budu zaobchddzat' zaSkolené osoby

s dlhoro¢nymi praktickymi skusenost'ami.
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Sprava o postdeni projektu projektu & 8: Stadia realizovatel’noéti a optimalizacia merania
telesnej teploty u kralikov za pouZitia rektdlnych sond a bezkontaktného teplomera s
vyla¢enim vplyvu cirkadidnnych rytmov a pohlavnej prisluinosti s naslednou aplikaciou
ofkovacej latky amonitorovanim telesnej teploty po podani vyvijanej celobunkovej

absorbovanej vakciny proti zagkrtu, tetanu a iernemu kaslu.

K predkladanému projektu zaujala etickd komisia toto stanovisko:

Etickd komisia prehodnotila predloZeny projekt z hP'adiska tychto kritérii:

- Od6vodnenost’ projektu z vedeckého hl'adiska

- Oddvodnenost’ pouZitia zvierat a ich poétu

- Ci je projekt navrhnuty tak, aby umoZnil vykondvanie postupov naj humanne;j$im
sposobom

- Hodnotenie ciel'ov projektu

- Posudenie stladu projektu s poziadavkou 3R

- Priradenie a postdenie klasifikacie krutosti

- Analyza projektu z pohladu prinos kontra ujma spdsoben4 zvieratdm

Ciefom postupu skusky uvedeného v projekte je 1. fize uréit optimalizééiu merania telesnej
teploty u kralikov za pouZitia rektalnych sond a bezkontaktného teplomera s vyli¢enim vplyvu
cirkadidnnych rytmov a pohlavnej prislu$nosti. Na zaklade vysledkov z 1. fazy (vyber pristroja na
meranie telesnej teploty, vyber pohlavia) by sme zrealizovali 2. fazu, v ktorej budeme aplikovat’
vyvijanit okovaciu létku. Postup skdsky nie je uvedeny v Ph. Eur. Ugel postupu bol dostatoéne
zddvodneny a vychadza plne zo §tatnou autoritou (SUKL/ SUKL) schvéalenej registranej

dokumentécie. PouZivanie zvierat je potrebné z hfadiska poznania reakcie #ivého organizmu
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: %’ 2 b 4{/!1 I;;,}ji; ~2 2 en
' i
i
Priprava monoklonovych protilatok $pecifickych k patologickym formam tau proteinu
Podrobny uéel postupu:

Alzheimerova choroba je charakteristicka akumuléciou patologicky modifikovanych foriem tau
proteinov v centralnej nervovej sustave, ktord spdsobuje degeneraciu a naslednti dysfunkciu
neurdnov. V sucasnosti trpi tymto ochorenim viac ako 20 miliénov I'udi a $tatistiky
zaznamendvaju 4 aZ 5 miliénov novych pripadov roéne. Sucasné lie¢ebné postupy spoéivaju
najmé v symptomatickej a podpornej terapii aviak terapia kauzalna zatial’ neexistuje.

Cielom projektu je priprava monoklonovych protilatok (MP) namierenych voéi patologicky
modifikovanym forméam tau proteinu. Patologické fosforylacia tau proteinu je jednym z hlavnych
znakov neurodegeneraéného procesu pri Alzheimerovej chorobe. PretoZe patologicka fosforylacia
tau proteinu zohrava kI'a€ovu ulohu pri vyvoji a progresii ochorenia, zdujem vedeckej verejnosti
sa zameriava na identifikaciu fosforylaénych miest zapojenych do formovania patologickych
Struktar typickych pre toto ochorenie. Priprava MP voéi fosfoepitopom zodpovednym za
patologické procesy nam umozni determinovat’ funkény vyznam takychto epitopov a poukézat’ na
moZny vztah k vyvoju neurodegeneracie. NavySe, pomocou ziskanych protildtok bude moZné

identifikovat’ stategicky vyznamné antigénne determinanty (epitopy) ako potencidlne terapeutické
ciele.

Ako pokusné zvieratd budi sluZit' my$i BALB/ ¢ (samigky). Imunizacia patologickymi formami
tau proteinu navodi u tychto mysf imunitni odpoved’. Slezinové bunky my$i budd pouZité na
pripravu hybridémov produkujicich monoklonové protilatky. Pokusy na mysiach sa navrhnuté

v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s laboratérnymi
Zvieratami.

Celkom bude pouZitych 70 mysi Balb/c (samice) vo veku priblizne 6 tyZdiiov.

Po vstupne;j karanténe a veterindrnom vySetreni budi zvieraté preradené do prislusného
experimentu.

e Kazdej mySke v experimente sa aplikuje testovany antigén (rdzne formy patologického tau
proteinu) subkutannou a intraperitonedlnou injekciou v davke v 200ul fyziologického
roztoku s kompletnym a inkompletnym Freundovym adjuvantom. Zvieratd dostani 3-5
davok antigénu v mesaénych intervaloch s ciefom ziskat’ dostatoént imunitna odpoved’.

e 10-14 dni po poslednej imunizacnej davke sa zvieratdm odoberie krv z retroorbitalneho
plexu v objeme asi 100-150 ul s ciel'om stanovit’ titer imunizéciou indukovanych protilatok
v sérach zvierat. Celkovy objem odobratej krvi od kazdého zvierata neprekraduje stanovené
normy.

e Zvierata budu nasledne v rdznych ¢asovych intervaloch od poslednej davky (3,6,9,12
mesiacov) postupne huménne usmrtené v sulade so zdkonom: anestézia a dislokacia krénych
stavcov.

* Rozhodnutie o usmrteni je nevyhnutné pre ziskanie sleziny ako zdroj plazmatickych buniek

na pripravu hybridémov produkujicich monoklonové protilatky. V tomto pripade nie je
mozné zachovat’ Zivot zvierat’a.
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Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Cielom projektu je priprava monoklonovych protilitok namierenych vodi patologicky
modifikovanym formém proteinu tau, ktoré ndm umoznia determinovat’ funkény vyznam epitopov
zodpovednych za patologické zmeny a poukazat’ na moZny vztah k vyvoju neurodegeneracie.
Zarovedl bude moZné identifikovat’ stategicky vyznamné antigénne determinanty (epitopy) ako
potencialne terapeutické ciele. Vzhl'adom na fakt, Ze dany experiment sa v sidasosti nedd vykonat’
v podmienkach in vitro, ked’ze Specifické protilatky vznikaji po imunizécii zvierat, ani na Pudoch,
je pouZitie animéalnych modelov nevyhnutné.

Manipulacia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu

VéazZenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuldciou. Bolest’
Ziadna. Trvanie 1-2 minuty.

Kratkodoba fixacia, Standardnd metdda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na krku.

subkutanna a Kratkodoby miemy stres spdsobeny manipuldciou

intraperitonedlna injekcia | a obmedzenim pohybu. Bolest slab4. Trvanie 1 minvtu.

Odber krvi Standardn4 metdda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na krku.

(retroorbitalny plexus) Poda4 sa polovi¢na davka anestetik na utlmenie bolesti. V

okamihu ako je zviera sedované sa sklenend kapilara jemne
zasunie pod o¢nu gul'u a krizivym pohybom sa mierne narusi
retroorbitalny plexus. Kratkodoby mierny stres spdsobeny
manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ strednd. Trvanie 1

minutu.
Usmrtenie v anestéze Standardn4 metéda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na krku.
dislokéciou krénych Intraperitonealne sa poda anestetikum v davke 100pl.
stavcov Cervikalna dislokécia sa vykond v anestézii. Bolest’ Ziadna.

Trvanie 30 sekand

ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipulécii so zvieratami sa budu dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat
huménne a nebude sa im vyvijat’ prebytodny stres. Podet zvierat v niddobe zohladriuje normy dané
zakonom. Zvieratd si chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym
potrebam.

Redukcia:

Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy3iej moznej miere. V jednotlivych skupinach
bude maximalne 5 zvierat. Pocet zvierat zohl'adtiuje variabilitu imunitnej odpovede.

Nahradenie:

Pre hlPadanie alternativnej metédy sme pouzili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenagli Ziadnu alternativnu
metodu, ktora by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach.

Zvierata nebudi vystavené opitovnému pouZitiu ani kumulativnemu G¢inku.
2
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Projekt nevyzaduje spitné postdenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Cielom projektu je priprava monoklonovych protilatok, ktoré st namierené vodi patologicky
modifikovanym (fosforylovanym) formam protefnu tau. Monoklonové protilatky namierené vodi
fosfoepitopom zodpovednym za patologické Zmeny vmozgu pacientov  postihnutych
Alzheimerovou chorobou umoznia uréif funkény vyznam tychto epitopov s naslednym potencidlne
terapeutickym vyuZitim. Ked'Ze protein tau je prirodzene neusporiadany protein, ktory nema
stabilnu Struktiru, neexistuje ind moznost mapovanie jeho patologickych zmien, ako pouZivat’
Specifické protilatky, ktoré vznikaju po imunizécii. Imunizované zvieratd v experimente nebudi
vystavene utrpeniu. Intraperitonedlna a subkutdnna aplikdcia imunogénu trva niekolko sektnd.
Odber krvi trvd maximélne jednu mintty a vykondva sa na sedovanych zvieratach. Experiment sa
ukon&i odobratim sleziny imunizovaného zvierata v celkove] anestézii za udelom ziskania
plazmatickych buniek na pripravu hybridémov produkujticich monoklonové protildtky najmene;j tri
tyZdne od poslednej davky a najviac rok po poslednej davke. Pre tieto dévody prinos experimentov
vyrazne prevy$uje mieru utrpenia zvierat.

Zatiatok pokusu je plénovany na 7.1.2015 a bude sa realizovaf v priebehu necelych dvoch rokov,
do 31.12.2016.

Zvieratd nebudi vystavené opatovnému pouzitiu.

Projekt nevyzaduje sp#tné postidenie (podla Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 2.z.).
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NAZOV PROJEKTU ]
VPLYV ROZNYCH DRUHOV DNA NA ROZVOJ PRIZNAKOV PREEKLAMPSIE
U TEHOTNYCH MYS]

KLUOCOVE SLOVA
preeklampsia, mysi, fetédlna DNA, imunitna reakcia

CIEL PROJEKTU

Cielom projektu je zistit G¢inok réznych druhov DNA na rozvoj priznakov
preeklampsie u tehotnych samic mysi. Preeklampsia je zdvazné ochorenie, ktoré
postihuje 5 ~ 8% tehotnych Zien a je hlavnou pri¢inou mortality tehotnych Zien a
novorodencov. Toto ochorenie je charakteristické intrauterinnym obmedzenim
rastu plodu, ischémiou placenty a pred€asnym pdrodom. Klinicky sa prejavuje
arteridlnou hypertenziou, proteintriou a edémami. Etiolégia preeklampsie zatial
nie je Uplne objasnend, preto je dblezité zostavit taky model preeklampsie, ktory
by bol &o najviac podobny skutoénému ochoreniu. V publikovanych modeloch
preeklampsie sa pouziva latka L-NAME (L-NG-nitroarginin metylester), ktorou sa
indukuje zvy3enie krvného tlaku a latka LPS (lipopolysacharid), ktord spdsobi
zmeny v glomeruldrnych kapildrach destrukciou endotelidinych buniek, co
zloZitym procesom vedie k tvorbe mikrovaskularnych lézii. Viacero vedeckych
&ldnkov doposial’ potvrdilo, Ze pocas preeklapmsie je v cirkuldcii tehotnych Zien
zvySené mnoZstvo fetdlnej DNA. Tato fetdlna DNA pochddza z nadmerne sa
rozpaddvajlcich buniek placenty. Napriek tymto poznatkom nie je zname, &i je
fetdlna DNA pri¢ina alebo dosledok preeklampsie. Pomocou vyS3ie uvedenych
modelov nie je moZné danl otdzku zodpovedat, pretoZe latky L-NAME a LPS
nespbsobuju zvySeny vyskyt fetdlnej DNA alebo inej cudzorodej DNA v krvnej
plazme matky. Z tohto ddvodu je potrebné zaviest a overit aj model fetdlnej
DNA. V pripade predkladaného navrhu ide o podéavanie komercne dostupnych
DNA réznych druhov a tiez G¢inky latok CpG, synteticky agonista TLR9 (toll-like
receptoru 9), a polyl:C (polyinosilic-polycytidylic acid) na rozvoj priznakov
preeklampsie. Zavedenie vhodnych modelov preeklampsie by mohlo prispiet
k odhaleniu etioldgie preeklampsie a tym rozsirit moznosti prevencie aj pripadnej
terapie tohto zavazného ochorenia.

OCAKAVANY PRINOS

Vhodne zvoleny model preeklampsie u tehotnych mysi a odhalenie Ulohy
fetdlnej DNA v patogenéze tohto ochorenia by mohli prispiet k poznatkom
etioldgie preeklampsie, k volbe vhodnej lie¢by, &i zisteniu moznosti prevencie
preeklampsie.

NAHRADENIE ZVIERAT

Pretoze v pldnovanych experimentoch sa bud( hodnotit Ginky
jednotlivych latok na rozvoj priznakov preeklampsie, pripadne priznakov inych
ochoreni spojenych s tehotenstvom, je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal
.in vivo" na celom zvierati. Pri tomto type experimentu nie je mozné vyuZitie
bunkovych kultdr alebo poditatovych simulédcii ako alternativny sposob
vyskumného pristupu.
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REDUKCIA POCTU ZVIERAT

V experimentoch bude pouZity minimélny mozny pocet experimentalnych
zvierat, ktory je potrebny pre Statistické vyhodnotenie pouzitim ANOVA testu
a Studentovho t-testu pre analyzy zamerané na vyhodnotenie efektu
aplikovanych 1atok, vhodnosti zvoleného modelu a sledovania rozdielov
v jednotlivych skupindch zvierat vo vztahu ku zvolenym latkam. Zvierata budu
objednévané v jednotnom ¢asovom intervale, aby sa predislo sezonnym zmenam
a potrebe experiment opakovat. V experimentoch sa pouziju geneticky
homogénne rovnaké skupiny zvierat.

ZJEMNENIE

Zvieratd budl pocas pokusov kontinudlne sledované a vysledky priebezne
vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych prlpadne neocakavanych
udalosti bude experiment ukonéeny a néasledne predlozeny novy projekt tak, aby
sa»anZII pocet pouzivanych zvierat.

PROJEKT BUDE PODLIEHAT OPATOVNEMU SCHVALOVANIU
nie

PREDPOKLADANA UROVEN KRUTOSTI
Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti
postupov oznadit ako slabu.

POCET ZVIERAT

Mysi — black 6 - samice, 80 jedincov

My3i - black 6 - samce, maximalne 80 jedincov
pbvod - AnlLab, s.r.o., Videfiskd 1083, 142 20 Praha 4
dtadium Zivota - 12 tyZdfiov (skora dospelost)
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Netechnické zhrnutie projektu
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Nazov projektu:

Etiopatogenéza neurodegenerativnych ochoreni: vyznam posttranskripénej ipravy RNA pre
vznik a progresiu sporadickych tauopatii a Alzheimerovej choroby

Podrobny ucel postupu:

Ciefom predkladaného projektu je pochopit’ etiopatogenézu tauopatii so zretefom na
identifikaciu molekuldrnych mechanizmov reguldcie expresie MAPT génu v patologickych
procesoch. Tieto poznatky je moZné ziskat’ systematickou analyzou 3° konca tau transkriptu,
predovietkym urcenim vplyvu 3° neprekladanej oblasti na vnutrobunkovi lokalizaciu a
stabilitu mRNA a Strukturalnou analyzou variabilného C-konca tau proteinu ako ddsledku
alternativneho zostrihu RNA. Okrem toho sa projekt zameria na objasnenie tlohy izoforiem tau
proteinu v diferencovanych neurénoch a stanovenie expresie regulaénych miRNA v potkafiom
modeli tauopatie.

Projekt bude rozdeleny na dva &iastkové experimenty. V prvom sa zameriame na identifikdciu
dysregulovanych génov a mikro RNA v potkafiom modeli tauopétii vo vztahu k
neurodegenerativnemu fenotypu indukovaného expresiou patologicky skrateného proteinu tau.
Jeho sucastou bude transkriptomické analyza signalnych dréh a identifikdcia molekularnych
markerov neurodegeneracie indukovanej patologickou formou tau proteinu, ktord bude
vykonand na dvoch trovniach: 1. analyza mozgového tkaniva z kontrolnych a transgénnych
zvierat v roznom veku (2, 4 a 6 mesiacov); 2. analyza periferalnych tekutin, ako napr. krv,
sérum, plazma a/alebo cerebrospinalna tekutina ako potencidlnych zdrojov génovych a miRNA
biomarkerov, ktoré budd sluZif na monitorovanie neurodegeneraénych procesov. Na
uskutoCnenie transkriptomickej analyzy bude extrahovana celkova RNA, skontrolovand jej
integrita, reverzne prepisand do ¢cDNA a analyzovana kvantitativnou PCR v redlnom &ase. Na
porovnanie génovej a miRNA expresie medzi jednotlivymi vzorkami budi pouzité komer&ne
dostupné a vlastné navrhnuté pecifické génové sondy a sady primerov s vyuZitim technoldgie
»SYBR Green* a ,,TagMan®. Jednotlivé dysregulované signalne drahy budd identifikované
pomocou ,,PCR arrays® so zameranim na konkrétne molekulérne deje a ich regulaéné miRNA
molekuly. Transkriptomické dita budi validované na tGrovni proteinov pomocou
biochemickych metéd a na tGrovni bunkovej lokalizdcie prostrednictvom imunohistochémie.
Jednotlivé identifikované markery budeme vzdjomne korelovat’ s ohPadom na stupeti
neurodegeneracie.

V druhom kole experimentov sa zameriame na inhibiciu expresie tau proteinu a pripravu tau -
deficientnych neurénov pomocou interferujicich RNA (siRNA) v dospelych resp. A
diferencovanych primarnych neurénoch za tdelom identifikovania novych doposial
nepoznanych funkeii tau proteinu. Za u€elom vnesenia siRNA do cielovych buniek planujeme
pouzit’ rekombinantné adeno-asociované virusy (rAAV - systém bez pouZitia "helperovych"
virusov). Tato stratégia je v si¢asnosti jednym z najmodernejsich pristupov svojho druhu, ktory
bol podrobne testovany na mnohych typoch mitoticky aktivnych ako aj nedeliacich sa buniek,
ale aj v réznych typoch tkaniv in vivo vritane Specifickych mozgovych oblasti. Génové vektory
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sa zviera humanne usmrti.

Odber embryi v 18. Standardnd met6da. Samica v 18. dni gravidity sa
dni embryonalneho uvedie do celkovej anestézie prostrednictvom
vyvinu. intraperitonedlnej injekcie. Po vybrati emryi z brusne;j

dutiny sa tieto ukladajui do Fadového PBS a priamo sa
vyberd mozog z lebky. Samica je edte v totalnej
anestézii humanne usmrtena cervikalnou dislokaciou.

Zjemnenie:

Pri manipulécii so zvieratami sa budt dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzaf
huménne a nebude sa im vyvijat’ prebytoény stres. Starostlivost’ zabezpeti jedna osoba, na ktort si
zvierata zvykli. Pred za¢iatkom experimentu budt pokusné zvierata handlované; t.j. navyknuté na
manipuléciu s nimi. Handlovanie sa bude vykonavat’ pravidelne kaZzdy deil a bude pozostavat’ z
hladenia a dotykania sa a uchopovania zvierat. Tym sa znii efekt stresu, ktory moZe byt” spdsobeny
manipuldciou s nimi.Pocet zvierat v nddobe zohl'adiiuje normy dané zakonom, potkany st chované
v pocte 5 zvierat na chovni nddobu, aby sme zabezpetili socidlne interakcie medzi zvieratami.
Zvierata st chované v podmienkach vyhovujicich fyziolo gickym a sociologickym potrebam.

Redukeia:

Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v &o najvyisej moZnej miere a zroveli zabezpe&ujici
Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Stanoveny podet zvierat sa opiera o nale
predchadzajtice experimenty na potkanoch. Ukézalo sa, Ze pocet zvierat v skupine mensf ako 10 nie
je dostato¢ne Statisticky relevantny, ked'Ze aj u transgénnych zvierat sa vyskytuje variabilita dand
mierou expresie transgénneho proteinu.

Nahradenie:

Pre hladanie alternativnej met6dy sme pouZili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu

metodu, ktorti by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonévat’ experimenty
na zvieratach.

Zvierata nebudi vystavené opitovnému pouitiu ani kumulativnemu véinku.

Projekt nevyZaduje spitné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Pri¢ina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatif zostdva nezndma. Na pochopenie kompletne;j
patogenézy tychto neurodegeneraénych ochoreni je nevyhnutné pochopit’ kompletni kaskadu dejov
a ich spustagov. Prinosom projektu budii odhalenie novych mechanizmov v etiopatogenéze
sporadickych tauopatii a Alzheimerovej choroby, definovanie ulohy tau proteinu v diferencovanych
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neurénoch exprimujuicich patologickt formu tau a analyza expresie miRNA v potkatiom modeli
- tauopatie smerujtice k vyvoju diagnostickych biomarkerov. Pogas vSetkych tkonov na zvieratach
vyvynieme maximaélne usilie na elimindciu ich stresu a utrpenia, t.z. vetky tkony na zvieratich,
ako odber embryi a mozgového tkaniva, budii prebiehat’ v uplnej anestézii, a preto prinos tohoto
projektu d’aleko prevysuje mieru utrpenia experimentalnych zvierat.

Zatiatok pokusu je planovany na 26.januar 2015 a bude sa realizovat’ pocas nasledujticich dvoch
rokov, do 31.12.2017.

Zvierata nebudu vystavené opitovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné postidenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 7.7.).
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Netechnické zhrnutie projektu /X;ﬁgf //4, Clr¢

Nazov projektu:
Vyvoj nového peptidového systému pre transport lie¢iv do mozgu.

Podrobny Gcel postupu:

Hematoencefalickd bariéra (HEB) je selektivna bariéra tvorenid endotelovymi bunkami, ktoré
lemuji mozgové mikrokapilary. HEB predstavuje velku prekdZku vo vyvoji novych terapeutik pre
centralny nervovy systém. Niektoré zdroje uvadzaji Ze az 100% liegiv s velkou molekulovou
hmotnost'ou, ako su peptidy, rekombinantné proteiny, monoklondlne protilatky, lie¢iva na baze
RNA, ¢i lieciva génovej terapie a aZ 98% lie¢iv s malou molekulovou hmotnostou nie je schopné
prechadzat’ cez HEB do mozgu. Tento fakt vyrazne limituje moZnosti farmakoterapie mozgu
a vedie k intenzivnemu vyskumu v danej oblasti.

PredloZeny projekt mé ambicie pripravit’ nové systémy na baze peptidov pouZitelné na transport
terapeutik do mozgu. Zvieratd budi pouZité na testovanie prechodu tychto latok do mozgu
a stanovenia zakladnych farmakokinetickych parametrov testovanych latok (mozog/plazma) ako st
napr. pomer koncentracie plazma/mozgové tkanivo, plocha pod krivkou koncentrécie, plazmaticky
polcas, distribuny objem ainé. Na zéklade tychto parametrov bude mozZné vyselektovat’ latky,
ktoré mdéZu byt v budiicnosti pouZité ako terapeutické systémy pre transport lieiv do mozgu..
Zvierata budil uvedené do hlbokej anestézie, budd im jednordzovo intraven6zne podané testované
latky a v réznych €asovych intervaloch sa im odoberie krv, a nasledne budii humanne usmrtené
pomocou dekapiticie. Mozgové tkanivd a plazma budi pouZité na analyzu koncentracie latok
pomocou modernych analytickych technik ako LC-MS/MS.

Celkom bude pouZitych 120 samcov vo veku pribliZne 16 tyzdiiov.

Opodstatnenost’ pokusu a pouzitie zvierat v pokuse

Vzhl'adom na komplexnost’ dejov odohravajucich sa v organizme, sufasnd turoveil vedeckého
poznania neumoZiuje nahradit’ poznatky ziskané z farmakokinetickych $tidii na zvieratach za tie,
ktoré pochadzaji z in vitro experimentov.

V jednotlivych skupinidch pre individudlne latky bude 36 zvierat. Polet zvierat zohladiuje
biologickui variabilitu a potrebu viacerych &asovych bodov pre stanovenie zikladnych
farmakokinetickych parametrov.

Pokusy su navrhnuté v stilade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pracu s
laboratérnymi zvieratami.

Manipulacia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu : ' e ; S

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

Kratkodoba fixacia Standardna metéda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny

a intraperitoneaina manipulaciou a obmedzenim pohybu. Bolest slaba. Trvanie

injekcia anestetik 30 sekund.

Intravenézne Standardna metdda. Zvieratu sa v celkovej anestéze

podanie latok do nastrihne a odpreparuje koZa na vnutornej strane zadnej

femoralnej vény koncatiny. Sledovana latka sa pomaly poda pomocou
injekénej striekacky do femoralnej vény.

1
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Katetrizacia a odber Standardna metoda. Zvieratu sa v celkovej anestéze
krvi z femoralnej nastrihne a odpreparuje koZa na vnutornej strane zadne;j
artérie koncatiny a nakanyluje sa femoralna artéria. V stanovenych

¢asovych intervaloch (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 min) sa
zvieratam odoberie stanoveny objem krvi a doplini sa
rovnakym objemom fyziologického roztoku . Na konci
experimentu sa zviera humanne usmrti dekapitaciou.
Experimentéine zvieratd budl poéas celého experimentu

v anestézii. V pripade, ze sa experimentalne zviera prebudi
z anestézy skér ako je planovany posledny odber krvi (30
min) a dekapitacia bude experimentalne zviera humanne
usmrtené dekapitaciou.

Zohladnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulacii so zvieratami sa budt dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude
zaobchddzat’ huminne a nebude sa im vyvijat prebyto&ny stres. Zvieratd st chované v
podmienkach vyhovujticich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukcia: Stanoveny pofet zvierat je minimalizovany v &o najvy$Sej mozZnej miere a zaroveit
zabezpecujuci Statistickl relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost’ dejov odohravajlicich sa v organizme, stidasné troveii
vedeckého poznania neumoZfiuje nahradit’ poznatky ziskané z farmakokinetickych $tudii na
zvieratich za tie, ktoré pochadzaji z in vitro experimentov

Zisada nahraditeP’nosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metédy sme pouZili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenagli #adnu alternativiu
metddu, ktor by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudii vystavené utrpeniu, vietky odbery tkaniv sa uskutoénia
v hibokej anestézii, a po odbere budi zvieratd humanne usmrtené. Vysledky ziskané z plénovaného
experimentu moZu vyznamne napomoct’ pri vyvoji novych terapeutickych systémov pre transport
lie¢iv do mozgu.

Zaciatok pokusu je planovany na rok 2016 (jin-jul) a bude sa realizovat’ pogas nasledujticeho roka,
do juna-jula 2017.

Zvieratd nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné posudenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Funkéna architektira mozgu hlodavcov pri Alzheimerovej chorobe — 49 ;L 4 / My -2 //”C
Podrobny ucel postupu:

Alzheimerova choroba, rovnako ako vela d’al$ich neurodegenerativnych ochoreni, sa spaja s
akumulaciou abnormalnej formy proteinov v centrélnej nervovej sistave, ¢o spdsobuje degenerdciu
a naslednt dysfunkciu neurénov, ktord nasledne vedie k charakteristickym kognitivnym zmendm.
Podl'a saCasnych Statistik trpi Alzheimerovou chorobou 24 miliénov Fudi a kazdy rok sa toto &islo
zvacsi o 4,5 miliéna novych pripadov. Podl'a predpokladov pocet pacientov do roku 2040 stipne
celosvetovo v priemere o 200 percent.

Akym spdsobom molekuldrne a morfologické zmeny ovplyviiuji neuronalnu aktivitu a
spracovavanie informaécii v mozgu a vedu ku kognitivnym zmendm pri Alzheimerovej chorobe je
nezname. Rozpoznanie a presnéd charakterizacia zmien aktivity a funkcie neurénov a neuronalnych
sieti je vSak mimoriadne dbleZitd pre poznanie patogenézy neurodegenerdcie a pripadnu
identifikaciu novych diagnostickych a lieGebnych postupov.

PredloZeny projekt si kladie za svoj ciel' zmapovat’ funkéna architektiru mozgovych Struktur
postihnutych neurodegenerdciou pomocou kombinacie elektrofyziologickych, zobrazovacich,
optogenetickych a behaviordlnych technik. Podrobna charakterizacia funkénej architektary
mozgovej kdry umozni porozumenie transformacie molekularnej patolégie do kognitivnych zmien.
Po ukonceni pokusov budu zvieratd uvedené do hlbokej anestézie a po intrakardidlnej perfizii sa im
odoberie mozog. Mozgové tkanivo budu sluzit’ pre kontrolu expresie fluorescenénych proteinov a
presnu lokalizaciu pouZitych elektrod. Vysledky navrhnutych experimentov moéZu viest' k presnej
charakterizacii patogenézy neurodegenerativnych ochoreni a naslednej identifikdcii novych
terapeutickych, prip. lie€ebnych ciel'ov.

Opodstatnenost’ pokusu a poufitie zvierat v pokuse

Informacie ziskané z l'udského mozgového tkaniva maju &asto obmedzemi vypovedni hodnotu
vzhfadom na velmi vysokd heterogenitu Tudskej populdcie. Aj preto sa Coraz viac vyuZivaju
animalne modely, kde je heterogenita vyznamne redukovana a presne definované typy neurénov,
neurondlnych spojov a sieti mézu byt oznadené, o umoziiuje detailné $tadium aktivity a
predovietkym funkcie mozgovych Struktir poéas patogenézy Alzheimerovej choroby. Pre tieto
ucely budu podla potreby kriZzenim vytvorené $pecifické transgénne hlodavce uréené pre konkrétne
experimenty. Pokusy st navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuju
na pracu s laboratornymi zvieratami.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu

VaZenie zvierat Kratkodoby mierny stres spésobeny manipulaciou. Bolest’ Ziadna.
Trvanie 1-2 mimity.

Kratkodoba fixacia Standardna met6da. Kratkodoby mierny stres sposobeny manipulaciou

a subkutanna injekcia a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekund.

anestetik

Operaény zakrok Standardna met6da. Operécia vykonand v celkovej inhalagnej anestézii.
Bolest’ Ziadna. Trvanie 20-60 minut.

Zaznamenavanie Standardn4 met6da. Zvieratd st podas akiitnych pokusov v celkovej
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elektrofyziologickej inhalaénej anestézii. Bolest’ Ziadna. Trvanie 1-8 hod.
aktivity neurénov in- Chironickeé pokusy budil vykonavané Standardnymi metédami uréenymi
vivo pre pracu s imobilizovanymi hlodavcami. Bolest’ Ziadna. Kratkodoby

mierny stres spdsobeny manipulédciou a cca 20s imobilizaciou pri
pripajani aparatiry. Trvanie 1-2 hod.

Behavioridlne pokusy Standardn4 metéda. Bolest’ Ziadna. Trvanie 1-2 hodiny.
Zaznamenavanie Standardn4 met6da. Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulciou a
neuronalnej aktivity cca 20s imobilizaciou pri pripdjani aparatiury. Bolest’ Ziadna. Trvanie 1-2
pocas behavioralnych hodiny.
pokusov

Zohladnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulacii so zvieratami sa buda dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’ humdnne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Zvieratd si chované v
podmienkach vyhovujtcich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukcia: V navrhovanych experimentoch budeme vyuzivat’ zvieratd z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval poCet pokusnych zvierat. Transgénne mysi a potkany budu kriZené iba v po&toch
nevyhnutnych pre ziskanie potrebného mnoZstva idajov. Navrhované poéty zvierat su nevyhnutné
pre spol'ahlivé Statistické vyhodnotenie vysledkov.

Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost’ dejov odohravajicich sa v Iudskom mozgu, stidasna
urovefl vedeckého poznania neumozZiiuje nahradit’ poznatky ziskané zo Zivého mozgového tkaniva
animalnych modeloch za tie, ktoré pochddzaju z in vitro experimentov. Detailny vyskum
mechanizmov spracovania a Sirenia informdcii v neurénoch a neurdnovych sietach mozgu,
predovietkym s vyuZitim modemych postupov elektrofyziologie, molekularnej biolégie a genetiky,
ktoré vyZaduju priamu manipuldciu s aktivitou alebo genetickou vybavou neurénov, je viak moZné
uskutoctiovat’ iba na pokusnych zvieratach.

Zvierata nebudu vystavené opdtovnému pouzitiu ani kumulativnemu uéinku.
Projekt nevyZzaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Pritina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostdva neznama. Nad’alej sa patra po
mechanizme ochorenia a po Specifickych elektrofyziologickych zmendch spojenych s patogenézou
ochorenia. V tomto ohlade sa Coraz viac vyuZivaju animilne modely, pretoZe ich variabilita je
d’aleko menSia neZ vIudskej populacii. Animélne modely tieZ poskytuji moZnost pouZitia
najmodernej$ich postupov molekularnej biolégie pri oznafovani a manipuldcii aktivity
definovanych skupin neurénov, ¢o nie je moZné u l'udi. Vzhladom k tomu, Ze mechanizmy
spracovavania informacii v mozgu su podobné u v&ESiny cicavcov, je mozné tdaje zistené u
laboratornych zvierat aplikovat’ na Cloveka a vyuZzit' ich pri vyvoji novych diagnostickych a
terapeutickych technik.

Zvierata v navrhovanych experimentoch nebudu vystavené utrpeniu, vietky operatné zakroky sa
uskutocnia v hibokej anestézii a po ukonéeni pokusov budi zvieratda huménne usmrtené.

Zatiatok pokusu je planovany na 08.01.2015 a bude sa realizovat’ po¢as nasledujucich dvoch rokov,
do 30.06.2018.

Zvierata nebudud vystavené opdtovnému pouzitiu.

Projekt nevyZaduje spdtné posudenie (podl’a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu: 4444 / 14-224

Nazov projektu:

SLEDOVANIE VPLYVU REDUKUJUCICH CUKROV A DLZKY SKLADOVANIA
BIELKOVINOVYCH PRODUKTOV NA STRAVITEENOST AMINOKYSELIN A
RETENCIU DUSIKA V TRAVIACOM TRAKTE OSIPANYCH AKO
MODELOVYCH ZVIERAT PRE HUMANNU VYZIVU

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:
KPacové slova v projekte ( max 5 slov): bielkoviny, aminokyseliny, redukujiice cukry,

oSipané
Utel projektu : Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Vyuzitel'nost’ bielkovin obsiahnutych v potravinach je vyrazne zavisla na ich ‘tepelnej uprave.
Prakticky vSetky latky obsahujice volni aminoskupinu moézu byt poskodené tzv.
Maillardovou reakciou, ktord predstavuje rozsiahly komplex zmien a mnohé z nich nie st
este dostatoéne preskimané. Podmienkou prvej fazy tejto reakcie je pritomnost’ redukujucich
cukrov, ktoré su beZnou sdcastou receptur vyuzivajucich sa pri vyrobe potravinovych
produktov. Redukujtice cukry sa ireverzibilne naviazu na volné aminoskupiny aminokyselin
atak vzniknd ich derivaty, ktoré sa na prvy pohlad neodlisuji od p6évodnych bielkovin
anedaju sa identifikovat’ ani beZnymi analytickymi postupmi ako je napriklad klasicka
analyza aminokyselin, ale sl pre monogastre, ku ktorym patri aj ¢lovek, nevyuzitelné a tym
vyrazne znizuju kvalitu bielkovinového produktu. K hlavnym faktorom, ktoré tito reakciu
ovplyviiuji patri okrem teploty, dizky tepelného spracovania, obsahu vody, pH aj dizka
skladovania.

Ciefom projektu je stanovit vplyv komplexu zmien pocas tepelného spracovania a dizky

skladovania na vyuZitel'nost’ bielkovin a iledlnu stravite'nost’ aminokyselin.

Prinos z vykonaného projektu:
Predkladana praca prinesie nové a jedineéné poznatky z oblasti vyuZite'nosti aminokyselin z

bielkovinovych zdrojov s obsahom redukujtcich cukrov, ktoré presli procesom tepelného



spracovania a ich vplyvu na metabolické a chemické ukazovatele v traviacom trakte. Overime
&i vplyvom obsahu redukujtcich cukrov a dlhodobého skladovania produktov s ich obsahom
sa znizuje vyuzitelnost’ aminokyselin v organizme, ako dosledok tvorby Maillardovej reakcie.
Prinos bude aj vo vytvoreni odporudani vhodnych technologickych postupov polas
spracovania takychto produktov vo vyZzive ludi, tak aby nedoSlo k zniZeniu vyuZiteI'nosti
aminokyselin v organizme. Vysledky stanovenej ilealnej stravitel'nosti aminokyselin

z bielkovinovych zdrojov s obsahom redukujucich cukrov budu jedine¢né.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
V experimente vyuZijeme 7 prasni¢iek (Biela usl'achtilda x Landras) s priemernou pociatoénou
Zivou hmotnost'ou 15-20 kg. Zvieratd budu mat’ voperovani T-kanylu v terminélnej Casti

tenkého &reva.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vramci vykonavania

projektu:

Zvierat4 sa zaradia do experimentov po dosiahnuti §tandardnych hmotnostnych parametrov.

Na zadiatku projektu bude zvieratam chirurgicky vpravend iledlna T-kanyla skiisenym
kolektivom ktory operacie uspe$ne realizuje uZ niekolko rokov. Opericie budu robené v
celkovej anestézii (tiletamin+ zolazepam /xylazin) spolu s lokédlnou anestéziou (mezokain) na
premedikaciu bude pouZity atropin. Na zabranenie pocit'ovania bolesti po operdcii budu
zvieratam pocas piaﬁch dni poddvané denne analgetika (Novasul). So vetkymi oSipanymi sa
bude manipulovat’ tak, aby sa im nespdsobila zbyto¢nd bolest, strach a utrpenie. VySkoleny
persondl ma dlhoroéné skusenosti s oSetrovanim kanylovanych zvierat. Pocas rieSenia
projektu bude zvieratdm poskytovand Standardnd starostlivost’, ktortl tieto zvieratd vyZaduju
(kfmenie, napajanie, oSetrovanie okolia kanyly — denné (istenie, prevézovanie, natieranie
ochrannym krémom ). V pripade vyskytu ochorenia alebo zhorSenia zdravotného stavu
o$ipanych v projekte budi choré jedince vyradené z postupu a presunuté do karantény

experimentdlneho chovu kde zmluvny veterinarny lekér rozhodne o d’alSom postupe.



Predpokladana droven krutosti:

Postup sa vykona u prasni¢iek v celkovej alokélnej anestézii jednordzovo s primeranou
analgéziou pocas pooperatného obdobia a sadekvatnou pooperanou starostlivostou.

Navrhovana klasifikacia krutosti postupu je slaba.

Uplatiovanie ziasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

V dostupnych databazach neboli zistené nezvieracie techniky, ktoré by ukazovali na moZnost’
nahrady zvierat poZadovaného druhu v projekte. O$ipana je najvhodnejSie modelové zviera
pre sledovanie ukazovatelov pre humannu vyZivu. Podla doteraj§ich poznatkov neexistuje

adekvatna nahrada alternativnymi metddami na stanovenie sledovanych parametrov.

2. Redukcia poctu zvierat:

V experimente vyuzijeme celkovo 7 ks zvierat s priemernou pociatoénou Zivou hmotnost'ou
15-20 kg. VyuZitie 7 ks zvierat predstavuje minimalne mnoZstvo, ktoré je vhodné na

vykonanie a nasledné $tatistické vyhodnotenie experimentu.

3. Zjemnenie:

Operacie buda vykonavané v celkovej a lokalnej anestézii s naslednym podévanim analgetik
v pooperaénom obdobi. Zvieratd sa zaradia do experimentov po dosiahnuti Standardnych
hmotnostnych parametrov.

Na zatGiatku projektu bude zvieratdm chirurgicky vpravena iledlna T-kanyla sktsenym
kolektivom, ktory operacie uspesne realizuje uZz niekolko rokov. Operacie budil robené v
celkovej anestézii (Zoletil v davke 4,4 mg/kg /xylazin v ddvke 2,2mg/kg) spolu s lokalnou
anestéziou (mezokain v davke cca 12-20 ml). Na zabranenie pocit'ovania bolesti po operacii
budi zvieratdm pocas piatich dni poddvané denne analgetikda (Novasul). So vSetkymi
o§ipanymi sa bude manipulovat’ tak, aby sa im nespdsobila zbytoéna bolest’, strach a utrpenie.
Zvieratd budld po operacii umiestené v experimentdlnych boxoch kde bude na podlahe

umiestnend vyhrievacia podlozka. Samotna manipulécia so zvieratami pocas experimentu nie



je bolestiva aani stresujuca. Po ukondeni projektu budu zvieratd humdanne usmrtené na

experimentalnom bitiinku bezprostredne susediacom s laboratériom.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schval’ovaniu: nie



Priloha €. 2

Netechnického zhrnutia projektu

Nazov projektu: Krv ako médium sprostredkujiice toleranciu mozgu po globalnom
a fokéalnom ischemickom zasahu.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 2/0012/15 — 4454 / 74~224

KPlucové slova v projekte ( max 5 slov): ischémia mozgu, kondicionovanie, ischemicka
tolerancia, krv

Ukel projektu’: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z.

Z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare 'udi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al§ieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

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

Ischémia mozgu predstavuje véZny spoloensky a medicinsky problém, ktory je na
poprednych prieCkach dévodu timrtnosti vekovo starSej populdcie a vyrazne ovplyviluje
kvalitu Zivota prezivsich. Aj napriek intenzivnemu vyskumu tejto problematiky neexistuje
Ziadna efektivna terapia vedfica ku zlepSeniu stavu postihnutého. Z dévodu progresivneho
zvySovania percenta vekovo star§ich jedincov vrameci populdcie sa experimentdlny vyskum
stratégii eliminécie ischemického poSkodenia nervového tkaniva stava vysoko aktudlnym.

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

V pripade experimentalneho potvrdenia nalej tedrie na dvoch najastej$ich modeloch
mozgove] ischémie verime, Ze rdznorodost’ laboratdrnych pristupov ndm pomodZe
identifikovat’ signdl zodpovedny za navodenie ischemickej tolerancie. Rovnako
predpokladame, Ze sa ndm podarf spoznat’ cestu, akou je tento signal prenaSany aZ na trovefi
nervového tkaniva. Téato informécia predstavuje klPadovy bod pre daldi klinicko-
experimentdlny vyskum. Iba rozlGitenie presného mechanizmu prenosu a akcie faktora
navodzujiceho toleranciu umoZni aj identifikdciu moZnych rizik a nésledné pribliZenie
konceptu ischemického kondicionovania do klinickej praxe. Vysledky predkladaného
projektu by mohli mat’ nadvdznost’ na biomedicinsky vyskum vo viacerych smeroch. Medzi
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najatraktivnejSie by mohli patrit> 1. Pouzitie kondicionovania ako priamej intervencie u
pacientov postihnutych mozgovou prihodou; 2. Krvna transfiizia ,,tolerantnej* krvi pacientovi,
ktorému nie je mozné aplikovat’ kondicionovanie, pripadne transfiiziou zvysit' ¢i urychlit’
efekt kondicionovania u postihnutého; 3. Medikament6zne podanie ,,signalu® za uéelom
aktivacie ischemickej tolerancie; 4. Kondicionovanie v rdznych formach (aj krvné transfizia)
ako néstroj prevencie u 'udi so zvySenym rizikom vyskytu mozgovej prihody; a mnohé iné.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

V experimentoch buda pouzité laboratdrne potkany (Rattus norvegicus) kmetia Wistar, samce
v pocte 390ks na celu dobu rieSenia.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZzité zvierata vriamci vykondvania
projektu:

Z hladiska bolestivosti predpokladdme minimalny nepriaznivy vplyv na zvieratd. Operatné
procedury, ktoré budi vykonané skusenymi operatérmi, nevyZaduji hruby zésah do
organizmu a dlhodobt rekonvalescenciu. Z hl'adiska prejavov operaénych postupov na
zvieratach je mozné predpokladat’ kratkodoby vplyv na pamét'ové a motorické funkcie.

Predpokladana droven krutosti:

Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu ozna€it’ ako
,.Stredna®.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouZzitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdze pouzit’ alternativna
metoda bez pouZitia zvierat)

Ischémia mozgu a postischemické regenerécia su procesy dynamické, tazko predvidatené a
zavisiace na mnohych faktoroch. Ischemické poskodenie ovplyviiuje organizmus celosystémo
anaopak, ischémiou naruSend homeostdza organizmu spdtne vplyva na procesy
neurodegeneracie v mozgu. Neexistuje Ziaden model ischemického poSkodenia nervového
tkaniva, ktory by bol schopny zohladnit' celkovy pytofyziologicky aspekt a ktory by bol
klinicky relevantnej$i. Z tychto doévodov nie je moZné uskutolnit’ dané experimenty
alternativinym spdsobom bez pouZitia zvierat.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zdbvodnenie pouZitia uréeného poltu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZzil minimalny mozny pocet zvierat)



Podet 390 ks zvierat bolo stanovené vzhladom ktomu, Ze (1) predpokladdme velku
individualnu variabilitu vysledkov, z tohto dévodu planovany pocet zvierat v skupine je podl'a
nagich doterajsich sktisenosti najniZz$i vhodny pre ziskanie $tatisticky vyznamnych vysledkov;
(2) experimentalne skupiny uvedené v prilohe ¢. 1 st potrebné na kvalitativne a kvantitativne
stanovenie po¥kodenia mozgu akrvnych parametrov, uréenie protektivneho vplyvu
kondicionovania a definovanie spdsobu prenosu aidentity faktora nesticeho ischemicku
toleranciu v organizme; (3) ischémiou poSkodené nervové tkanivo nemdze byt pouZité
zarovetl na biochemické ako aj histologické a imunohistochemické analyzy.

3. Zjemnenie:

V projekte budi pouzité samce potkana kmetia Wistar, ¢o je Standardny model pre vyskum
tohto typu. VSetky zdkroky, ktoré budi na zvieratdch uskutonené, budi vykondvané
skiisenym persondlom pod celkovou anestézou, t. j. nebudt pre zvieratd bolestivé. Zvieratdm
po operacii budi podané analgetikd, v pripade potreby aj pocas doby preZivania. Zvieratd
budd umiestnené v klietke po dvoch jedincoch tak, aby nedo$lo k naruseniu ich prirodzeného
spravania. Po ukonéeni pokusu budi jedince huméanne usmrtené.

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

Projekt bude podlichat’ opétovnému schvalovaniu: &no  nie



Priloha €. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Odpoved’ ischemicky poskodeného mozgového tkaniva na aplikdciu
postkondicionéra: §tidium mechanizmov ziskania ischemickej tolerancie MALDI bottom up
proteomickym pristupom.

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 4 45"2 / /4 '224

KI'iéové slova v projekte (max 5 slov): ischémia, reperfiizia, postkondicioning, proteomika,
MALDI
Ukel projektu’: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z.z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zujme zdravia alebo welfare Pudi alebo

zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalgicho
pouzivania v postupoch

Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu: (napr. nie st ete vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho
vykonania z hl'adiska vedy, z klinického hPadiska)

Cielfom projektu je proteomickd analyza rozne citlivych bunkovych populdcii mozgu na
ischemicko-reperfiizne poskodenie a po pouziti rdznych stresorov (kondicionérov) s
naslednou cielenou evaluédciou identifikovanych protefnov s prihliadnutim na ich biologické
funkcie v bunkdch, najmid v rozdielne exprimovanych po ischémii a po podani
postkondicionéra. Unikédtna expresia proteinov po aplikcii postkondicionéra bude
vychodiskom pre mozni terapeutickii intervenciu v oneskorenej smrti neurénov po
ischemicko-reperfiiznom poskodeni.

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

Ischémia mozgu spolu s poruchami jeho krvného zdsobovania st na tretej pozicii v pridinich
smrti alebo trvalej indispozicie a vyskum v oblasti mechanizmov neuroprotekeie riesi vysoko
aktudlnu problematiku z medicinskeho aj socio-ekonomického hladiska. Ochrana
najcitlivejdich buniek mozgu voéi ischemicko-reperfiznemu poskodeniu prostrednictvom
ziskania ischemickej tolerancie predstavuje v sudasnosti najsilnejdiu znamu procediru pre
prevenciu  alebo  reverzibilizdciu = neurodegenerdcie.  Koncepcia  oneskoreného
postkondicionovania otvara vyuZitie 2-dilového terapeutického okna medzi ischemickym
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atakom a ndstupom oneskorenej smrti neurénov v najcitlivejSich regiénoch mozgu. Tento
povodny objav z nasho laboratéria viak doposial’ akd na objasnenie mechanizmov G&inku.
Poznatky o efekte zachovania a obnovy intracelularnej proteosyntézy po ischemicko-
reperfuznom poSkodeni a stufasne aj o pdsobeni aplikdcie postkondicionérov sii zatial
limitované a doékladnd proteomickd analyza by mohla vyznamnym spdsobom prispiet k
objasneniu molekuldrnych vzt'ahov. Ischemicka tolerancia spdsobuje v poskodenych bunkéch
remoduldciu génovej expresie, a tym je ovplyviiovana aj nisledné proteosyntéza, ktord sa
nadtartuje pre syntézu Specifickych ochrannych proteinov. Mapovanie expresie proteinov v
mozgu po ischémii a sledovanie zmien po aplikdcii rdznych stresorov ako postkondicionérov
mdze priniest nové origindlne poznatky o mechanizme obnovy resp. zachovani &innosti
proteosyntetického apardtu, a tym prispiet’ k identifikdcii nielen kritickych proteinov,
zahrnutych vo vulnerabilite CNS, ale aj k identifikécii protektivnych substancii.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:
V experimentoch budi pouZité laboratérne potkany (Rattus norvegicus) kmefia Wistar, samce
v pocte 268ks na celt dobu riesenia.

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

Navodenie ischemického poSkodenia mozgu podra Standardného modelu 4-cievneho podvizu
sa uskutoliluje chirurgickym zakrokom v celkovej inhalaénej anestéze v prvej fize na
dorzélnej strane prvého kréného stavca, kde sa cez foramina alares kauterizuji obidve
vertebrdlne artérie, Co vSak nespdsobi Uplné zastavenie privodu krvi do mozgu a zvieratd
spravidla bez problémov prezivaji. V druhej fize navodenia ischémie sa uzavri na prechodny
cas krénice azviera upadne do ischemickej kémy. Po uvolneni sa obe krénice opif
spriechodnia a zviera sa po Case zotavi bez vonkajSich viditeInych znidmok poskodenia.
Model spdsobi neurodegenerativne zmeny v najcitlivej§ich bunkovych populdciach
v neokortexe, striate a hipokampe, ktoré sa navonok odrazia v spravani zvierat a prejavuijii sa
ako znizena schopnost’ uéenia sa ako aj zhor$enie priestorovej pamiti. Injekéna aplikécia tzv.
postkodicionérov, €o sl vlastne biologicky aktivne latky normalne sa vyskytujice
v organizme aviak v niz8ich koncentrécidch, spdsobi kritkodoby stres podas podévania
a po€as prvych hodin po podani mdZu zvieratd prejavovat apatiu resp. zvysend citlivost.
Turniketovy model postkondicionovania je neinvazivny, zvieratdm nespdsobuje bolest ani
poranenie a na zamedzenie stresu sa vykondva v celkovej inhalagnej anestézii.

Predpokladana troveri krutosti:
Na ziklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikiciu krutosti postupu oznagit ako
Stredna®.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouZzitia zvierat v projekte, zddvodnenie predo sa nemdZe pouzit alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)



Ischemické poskodenie mozgu s naslednou reperfiziou a fenomén ischemickej tolerancie s
procesy dynamické, tazko predvidatelné azivisiace na mnohych faktoroch. Z tychto
d6vodov nie je moZné uskutoénit’ dané experimenty alternativnym sposobom bez pouZitia
zvierat. Okrem toho, pokus nie je moZné vykonat' alternativnym spdsobom, pretoZe sa jedné o
findlne testovanie fyziologickych a patofyziologickych uginkov.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zd6vodnenie pouzitia uréeného po&tu zvierat, akym spbsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZzil minimélny mozny podet zvierat)

Pocet 268 ks zvierat bol stanoveny vzhl'adom k tomu, Ze predpokladdme velku individudlnu
variabilitu vysledkov, z tohto dévodu planovany podet 10 kusov zvierat v experimentilnych
skupindch je podla naSich doterajSich skiisenosti najniz$i vhodny podet pre ziskanie
Statisticky vyznamnych vysledkov s prihliadnutim na Gspesnost modelu, ktort jeho autori
odhaduju ako 50-75%-ni. Skupiny zvierat v postupoch, uvedenych v prilohe & 1 sa
nevyhnutné na ziskanie relevantnych vysledkov ako stavu poskodenia, tak aj
neuroprotektivnych uéinkov podavania postkondicioningu a vyvoja ischemickej tolerancie
v komplexnom pohlade na mechanizmus t¢inku. Ischemicky pokodeny mozog nemédze byt
pouZity na biochemicko-proteomické analyzy azdroved aj na histologické a
imunohistochemické analyzy.

3. Zjemnenie:

V3etky zdkroky, ktoré budd na zvieratich uskutodnené, budu vykondvané pod celkovou
anestéziou, t. j. nebudu pre zvierata bolestivé.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: 4no  nie



377/2012Zz2. NARIADENIEVLADY Slovenskej republiky
§ 40Netechnické zhrnutie projektu -4453/14-221

Hodnotenie  zdkladnych farmakodynamickych  aéinkov novosyntetizovanych
potencialnych beta - blokdtorov zo skupiny fenylkarbamatovych zltéenin
s inkorporovanym N-fanylpiperazinom

Ciel’ postupu

Hlavnym cielom tohto postupu Je doplnit’ w&inok Styroch originalnych
fenylkarbamatovych zltgenin s inkorporovanym N-fenylpiperazinom na izolovant tracheu,
¢im sa potvrdi alebo vyvrati ich potencidlny uéinok na B,- receptory. Jednotlivé latky boli

zosyntetizovanych na Katedre farmaceutickej chémie F armaceutickej fakulty UK.

Ocakavany prinos a ujma

V pripade priaznivych vysledkov na P2 receptory by mohli byt tieto latky zaradené
do d’alSej fazy $tadii smerujucich k ich vyuZitiu v huménnej medicine v terapii hyperternzie a
hypertrofie I'avej komory.

Postupy na Wistar zvieratdch budt vykondvané v hlbokej anetstéze, pri ktorej zvierata
nebudtt pocitovat’ Ziadnu bolest’ spojent s vykondvanim pokusu. Za dostatodnd anestézu,
budeme povazovat stav, ked po stladeni zadnej labky (“toe pinch”) neddjde k jej reflexnému

stiahnutiu. Po skon&eni postupu, zviera nenadobudne vedomie.

Pocet a typ zvierat

Potkany, samce rodu Wistar 40 ks

V predkladanom postupe sa preukdzala poziadavka suladu zdsad 3R
Replacement

Nakorko ide o postupy, v ktorych sa budt hodnotit fyziologické, patologické
parametre a vhodnost’ terapie, je Ziaduce aby sa postupy vykonali ,,in vitro" na celom zvierati
namiesto bunkovych kultir. Podobne pocitacové simulécie nie st v tomto pripade vhodnym

alternativnym spdsobom.



Reduction

V postupoch bude pouzity minimalny polet zvierat potrebny pre Statistické
vyhodnotenie pouZitim ANOVA testu a Studentovho t-testu pre analyzy tykajice sa
vyhodnotenia vhodnosti zvolenej terapie a sledovania rozdielov v jednotlivych skupinach
zvierat vo vztahu ku zvolenej lie¢be. Bude pouZivana iba jedna kontrolna skupina a zvierata
budi objedndvané vrovnakom c&asovom intervale, aby sa predi§lo sezénnym zmenam
a potrebe d’alSich opakovani. Taktiez homogénne geneticky rovnaké skupiny zvierat buda

zahrnuté v postupoch.
Refinement

Vysledky jednotlivych Easti Studie budud pribezne vyhodnocované a v pripade zistenia
nevhodnych neoakdvanych udalosti bude postup ukonéeny anésledne predloZeny novy

postup tak aby sa zniZil podet pouZivanych zvierat.

Predkladany postup nepodlieha spéatnému postideniu.

Sposob spolo¢ného vyuzivania organov a tkaniv z usmrtenych zvierat

tohto programu

Po usmrteni zvierat sa ich tkaniva a organy, ktoré nebudi potrebné na ucely predkladaného
postupu, v pripade zdujmu ponuknu pracovnikom katedry Farmakoldgie a toxikologie UK, za

vedeckym pripadne edukaénym tcelom.



Netechnické zhrnutie projektu:
Nazov projektu:

Interakcie neurénovych Struktdr riadiacich respiracné a kardiomotorické deje u
experimentalnych zvierat

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4// ﬂ/ NG -2 2/
Kl'acové slova v projekte ( max 5 slov):

Kasel, Aferentacia, Arytmia, Mikroinjikovanie, Chladova blokdda

Utel projektu’: Zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

Cielom projektu je objasnit vplyv periférnej stimulacie a centralnych Struktir mozgového
kmeria na motorické funkcie kardiovaskularneho systému a tvorbu/moduldciu respiraénych
motorickych dejov so zameranim na ich interakciu a integrédciu. Stimulécia aferentnych drah
a vyvolanie reflexnych odpovedi alebo ich modulacia (napr. chladovym blokom) prispeje k
objasneniu centrdlnych mechanizmov riadenia a koordindcie kardiorespira¢nych
motorickych dejov. Mikroinjikovanim neuromediatorov, neuromodulatorov prip. centralnych
antitusik budd ovplyvnené vybrané Struktiry mozgového kmefa a zisti sa vyznam tychto
Struktur pri vzniku, modulacii a koordinacii respiraénych reflexnych dejov a ich koordinécia s
kardiovaskularnymi funkciami. Elektrofyziologické experimenty budd vykonané najmé na
modeloch anestézovanych spontanne dychajlcich experimentalnych zvieratach (macka 70
jedincov oboch pohlavi a krdlik 100 jedincov oboch pohlavi). Pocas experimentu budu
monitorované a zaznamenané: elektrofyziologické a respira¢né parametre, EKG a intenzitné
charakteristiky EMG signélov.

Ciele:

Pre relevantné splnenie stanovenych ciefov v projekte planujeme pouZit obidva Zivocisne
druhy (macka aj kralik), nakolko kaidy Zivolisny druh poskytuje ind vyvolatelnost
sledovanych reflexov v celkove]j anestézii.

1)  PreStudovat vplyv spazmodickych reflexnych dejov respiratného systému
predovietkym aspiraéného reflexu vyvolaného mechanickou stimulaciou nasofaryngu,
na experimentalne vyvolant arytmiu a overit tak moZnost spazmodickych dusili pri
normalizacii vitalnych funkcii a parametre ako su tlak krvi a frekvencia srdca ainé
u anestézovanej macky a u anestézovaného kralika.

2)  PreStudovat vplyv periférnej modulacie primarne redukovanim vedenia vzruchu (napr.
chladenim n. vagus a n. laryngeus superior) na kardiorespiracné deje so zameranim na
motorické a reflexné deje respiraéného systému (eupnea, kagel, kychanie, prehitanie)
u anestézovanej macky a u anestézovaného kraélika.

k 3)  Odhalit vplyv lokdlnych zmien v neurénovych sietach regulujlcich kardiorespiraéné

deje (napr. mikroinjikovanim centrdlnych antitusik alebo agonistov a antagonistov

neurotransmiterov) vo vybranych oblastiach mozgového kmena (primarne pontinna



respiraénd skupina) na parametre Usilnych respiraénych motorickych dejov a ich
koordinaciu so srdcovocievnym systémom u anestézovanej macky a u anestézovaného
kralika.

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

Projekt plynule nadvézuje na nasSe bohaté adlhoroéné skisenosti zo 3tudia fungovania
neurénovych sieti mozgového kmena pri generovani respiracnych reflexov. V naSich
predchadzajucich publikacidch sme ukazali, Ze spazmodicky reflexny dej predovSetkym
aspiracny reflex moze resuscitovat macku z agonalneho Stadia ked' uZ vymizli aj lapavé
dychy. Preto je predpoklad, Ze mechanicka stimulacia nazofaryngu, ktora u macky vyvola
aspiracny reflex, mdéZe normalizovat vitalne funkcie a parametre ako su tlak krvi a frekvencia
srdca. Aspirany reflex mdze resuscitovat macky, z klinickej smrti zapri€inenej zdstavou
¢innosti srdca na viac ako 3 mindty, ¢o sa ukazuje ako velmi efektivny spOsob resuscitacie
nakolko resuscitacia externym defibrildtorom za 3 minuty je nemoind. Mimoriadnu
zavaznost ukazuje stav, Ze zastava Cinnosti srdca sa vyskytuje az u 300.000 pripadov ro¢ne v
USA a EU, z toho preZije len 7 az 10 percent.

Periférna moduldcia vedenia vzruchu vn. vagus a n. laryngeus superior chladom,
predstavuje vhodny model patologickej aferentdcie, co mozZe zapriinit neadekvatnu tvorbu
reflexu a tym aj limitovat obranu a ochranu dychacich ciest.

Centrélne Struktiry autondmneho riadenia kardiorespiraénych dejov sa prekryvaju, resp.
vyrazne ovplyviujd pri realizacii reflexnych dejov. Zmena bazalnych aktivit zdcastnenych
neurdnov ovplyviuje integraciu tak periférnych ako aj centralnych vstupov a tym moduluje
tvorbu reflexu. Mikroinjikovanie opioidov potvrdilo ich lokalnu antitusickd aktivitu v NTS a
v cVRG, avsak priame pésobenie centralnych antitusik na jednotlivé neurdnové populacie
ostava nejasné. V projekte

Predpokladané prinosy :

Na$ projekt plynule nadvadzuje na poznatky ziskané pocas rieSenia predchadzajucich ako aj
sucasnych grantov. V literature je limitovany pocet prac, ktoré sa zaoberaju kvantitativnou a
kvalitativnou analyzou vplyvov stimuldcie nazofarygu na kardidlne dysrytmie. Preto sa v
projekte zameriame na:

- predtudovanie vplyvu drazdenia aferentnych nervovych zakonéeni nazopharyngu u maciek
na experimentalne vyvolané kardialne dysrytmie. KedZe u kralika je aspiracny reflex slaby
a obtiaZzne vyvolatelny, v projekte sa zameriame na Studium pripadnych efektov stimuldcie
nazofaryngu bez pritomnosti tohto reflexu resp. bez vyraznej motorickej odpovede na
stimuldciu na &innost srdca a experimentaine vyvolant dysrytmiu u anestézovanych kralikov.



- pres$tudovanie moZného revitalizatného potencidlu aspiraéného reflexu, prip. inych
motorickych dejov u anestézovanej macky a anestézovaného kralika.

- spresnenie mechanizmov vzniku a koordinacie a aplikdciu reflexov dychacich ciest
(predovsetkym aspirac¢ného reflexu) pri modulacii vitalnych funkcii u anestézovanej macky
a anestézovaného kralika.

KedZe vplyvy chladovej blokady nervovych vldkien na vyvolatelnost respiranych a
nerespiranych reflexov neboli zatial systematicky Studované, v projekte sa zameriame na:

- vplyv unilateralnej a bilateralnej chladovej blokady n. vagus na kvalitativne a kvantitativne
parametre reflexu kasla prip. inych kardiorespiranych dejov u anestézovanej macky
a anestézovaného kralika

- v plyv unilateralnej a bilateralnej chladovej blokady n. laryngeus superior na kvalitativne
a kvantitativne parametre reflexu prehltania, prip. inych kardiorespiratnych dejov u
anestézovanej macky a anestézovaného kralika

- v projekte porovname rozdiely v modulacii reflexnych odpovedi u macky a kralika najma pri
reflexe kychania, ktory je u macky vyrazne timeny anestéziou a reflexoch kaila a prehitania.

Pontinna respiratna skupina sa pravdepodobne podiela na supresii dychania
prostrednictvom opioidnych mechanizmov a pravdepodobne vyznamne participuje na
tvorbe kasla a aspiratnom reflexe. V naSom projekte:

- ziskame poznatky o ucinkoch modulacie neurénov Varolovho mosta neuroaktivnymi
latkami (napr. kodeinom) ich mikroinjikovanim do pontinnej respiracnej skupiny na kaSel,
pripadne iné respiratné reflexy (exspiracny reflex, reflex prehitania, zvracania a pod.)

- kvalitativne a kvantitativne analyzujeme koordinaciu respiraénych a kardiovaskularnych
odpovedi po modulacii neurénovych okruhov v pontinnej respiracnej skupine.

- v projekte porovname rozdiely v modulacii reflexnych odpovedi u macky a kralika najma pri

reflexe kychania, ktory je u macky vyrazne tlmeny anestéziou a reflexoch kasla a prehltania.

Druhy poutZitych zvierat a ich predbeiné pocty:

Kralik domaci — 100 ks
Macka domaca — 70 ks

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

Uvedené postupy budu vykonané v celkovej anestézii, pricom budud monitorované vietky
parametre (teplota zvierata, pocet dychov, tlak krvi, saturdcia krvi kyslikom) pre
minimalizovanie nepriaznivych vplyvov pocas projektu.



Predpokladana uroven krutosti:

Anestézované jedince — bez moznosti zotavenia

Uplatfiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zdovodnenie pouzitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdze pouzit alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)

Projekt nie je mozné vykonat bez pouZitia zvierat. Uvedeny projekt nie je mozné nahradit
simulaénym systémom, pretoZe zatial vhodny simulaény systém nahradzujuci variabilitu a
jedinecnost zivého systému neexistuje.

Komplexné neurdnové funkcie a odpovede organizmu sa daju v sucasnosti studovat len na
Zivom jedincovi alebo obmedzene s pouzitim modelovych a simula¢nych technik. Poéitacové
modelovanie je viak zavislé od experimentédlnych dat. Obidve tieto metdody budd pouZité
v nasom projekte. Pre komplexné reflexné odpovede zrespiraéného traktu (prakticky je
zapojeny cely organizmus) nie si metddy prace sizolovanym organom, tkanivom, Cdi
jednotlivou bunkou bez zahrnutia celého individua aplikovatelné.

Macka domdca a kralik domaci su vhodné laboratérne zvieratd, ktoré sa vyuZivaju v
experimentdlnych Studiach obrannych reflexov dychacich ciest. Predovsetkym behavioralne
a centralne mechanizmy tychto dejov sU najlepSie preskiimané u uvedenych druhov a
predstavuju najlepsiu variantu pre translaciu vysledkov na ¢loveka. Velkost macky a kralika
umozniuje také experimentalne postupy, ktoré nie je moiné spolahlivo v nasich
podmienkach vykonavat u mordiat.

Politatové modelovanie bude uplatnené tak pri planovani pokusov (predikcia), ako aj pri

interpretacii a uplatneni ziskanych vysledkov (validacia a spresnenie modelov).
2. Redukcia poctu zvierat:

(Zd6vodnenie pouzitia urceného poctu zvierat, akym spésobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouzil minimainy mozny pocet zvierat)

Na ziskanie platnych vysledkov pouzijeme namiesto 30-40 zvierat len 23/rok, pretoZe sa
predpokiada Ze na kazdom zvierati uskutoénime viac ako jeden projektovy protokol. Takyto
pocet je nutny pre existujucu biologickd variabilitu, ktord by v pripade pouZitia nizsieho
poctu pokusnych zvierat mohla viest k nereprodukovatelnym vysledkom. Uvedena metodika
redukuje pocet pokusnych zvierat. Jednotlivé projekty na anestézovanych zvieratdch budu
vykonané na najnizSom pocte jedincov tak, aby bol vysledok pokusu Statisticky hodnotitelny
a data ziskané z pokusu relevantné. Nase dlhoro¢né skusenosti potvrdzuji minimalny poéet
jedincov v jednej sérii 6 aZz 8 jedincov. ZvySenu efektivnost ako aj minimalizovanie nutného
poctu jedincov v projekte dosiahneme: 1) vykonanim viacerych schvalenych protokolov na
jednom zvierati, v poradi od najjednoduchsieho (najmenej invazivneho) po najzlozitejsi, 2)
vyuZzitim pocitacového modelovania v postupoch a v planovani, kde je to aplikovatelné.



3. Zjemnenie:

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

Macka je druh mnoho desatrodi vyuZivany v neurologickom vyskume, odolny, dobre
monitorovatelny. Je dostupné znacné mnozstvo dat o neurdnovych funkciach pri dychani,
adaptaénych respiraénych odpovediach, ale aj pri kagli, kychani, prehitani atd. Vietky
predpokladané skimané deje st u macky vyvolatelné a dobre opisané.

Krdlik je druh v porovnani s mackou menej odolny a tazsie monitorovatelny. Taktiez
je dostupné mnoistvo dat potrebnych pre predmet nasho vyskumu, najma o neurdnovych
funkciach pri dychani a kasli. V3etky skimané deje su vyvolatelné, najma reflex kychania.
Existuju rozdiely v centralnej regulacii voéi macke. Pre jedince pouZzité v termindlnom pokuse
sa minimalizuje stres ich sedaciou a enestézovanim priamo vo zverinci. Pred podanim
anestetika sa zvieratd premedikuju podanim diazepamu, rovnako ako pacienti pred
operaciou, ¢o zabezpedi hladsi priebeh Uvodu do anestézy a minimalizuje stres, ku ktorému
by mohlo dochddzat poCas podavania anestetika intraperitonealne. Uplatiuju sa vSetky
postupy na optimalny monitoring funkcii a parametrov jedinca. Po ukonceni tejto Casti
pokusu su zvieratda humanne usmrtené predavkovanim anestetika.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ano



