Priloha €. 2
Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Ovplyvnenie funkcie ovarialneho stepu po autotransplantacii

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 1 575)\/’( \A”’Q"Q/(

KG€ové slova v projekte { max 5 slov): ovaridlny graft, autotransplantdcia, neoangiogenéza

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 zaujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny uéel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:

Myslienka transplantacie ovaridlneho tkaniva nie je nova, popisana bola uZ v roku 1906. Ale
aZ sticasné moznosti kryoprezervdcie ovarialneho tkaniva a vyvoj novych metodik ortotopickej aj
heterotopickej transplantacie rozmrazeného ovaridlneho tkaniva, priniesli nové moZnosti na tomto
poli mediciny. Banky ovaridlneho tkaniva sa stavaji samozrejmostou v §tatoch s dobre fungujicimi
centrami reprodukénej mediciny. Do stfasnosti bolo vykonanych asi 30 autotransplantdcif
ovaridlneho tkaniva, ktoré viedli k narodeniu 6smich zdravych novorodencov, €o su velmi povzbudivé

Gdaje.

Napriek tymto pokrokom, stéle zostdva vela nevyrieSenych otdzok. Experimentalne Studie
dokdzali vyznamny pokles po¢tu primordialnych folikulov v ovaridlnom transplantate, ¢o je
pravdepodobne spdsobené hypoxiou vo faze, pokial neddjde ku revaskularizacii kortikalneho tkaniva.
Této strata primordialnych folikulov podla niektorych autorov dosahuje 50 — 65% celkového poctu,
podla inych autorov az 90% folikulov. Stale zostavaju otvorené moZnosti zlepSenia technik

transplantdcie ovaridlneho tkaniva. Predovsetkym st potrebné Studie sledujlice revaskularizaciu



transplantovaného tkaniva, s cielom zniZit pocet folikulov, ktoré odumieraju pocas prvych hodin po

transplantécii v désledku ischémie.

Ku revaskularizacii graftu prispieva tak angiogenéza zo strany hostitela, ako aj angiogenéza
graftu, a prave jej ovplyvnenie by mohlo zlepsit perfaziu graftu s cielom skratenia avaskularneho
obdobia. Terapeutickd indukcia angiogenézy sa tak stdva moZnym miestom zdsahu na zlep3enie

funkcie ovaridlneho transplantatu.

Van Eyck et al. nedadvno publikovali §tadiu sledujicu tkanivové pO2 v ludskom ovaridlnom
xenografte s pouZitim elektrénovej paramagnetickej rezonancnej oxymetrie, ktora dovoluje
senzitivne, neinvazivne a opakované meranie pO2 v tkanive in vivo. Pred 5. dfiom od transplantdcie
bol transplantat vystaveny hypoxii, od 5. do 10 dria dolo ku progresivnej reoxygenacii, ¢o
podporovalo fazu intenzivnej revaskularizécie graftu. Od 5. dia bola reperflizia zabezpetovand
angiogenézou prijemcu, prenikanim novovznikajlcich ciev z periférie. 10. defi po transplantacii uz k
revaskularizacii transplantatu prispievali aj novovznikajlce cievy graftu vyrastajlce z centra

transplantatu.

Nizky pO2 v tkanive po transplantacii pravdepodobne indukuje angiogenézu up-regulaciou
angiogénneho VEGF, ktory je jednym z najdélezitejsich faktorov v ramci transplantdcie ovaridlneho
tkaniva, jeho krvného zdsohenia a tym aj prezivania folikulov. Regulacia ovarialnej angiogenézy je
vSak komplexnym procesom, do ktorého je zapojenych mnoZstvo vazoaktivnych a angiogénnych
medidtorov, zahffiajucich aj VEGF, FGF a angiopoetin. Experimentélne $tudie sledujuce expresiu VEGF
dokazali, Ze rozvoj aktivnej angiogenézy v zmrazenom/rozmrazenom ovarialnom tkanive po

transplantacii moZe zabezpedit podobn preZivatelnost transplantdtu ako v pripade Cerstvého graftu.

s or v

V poslednych rokoch sa stéle viac dostdvaju do pozornosti ne-antikoagulacne ucinky heparinu
a dalgich glykozaminoglykénov. Strukturélne rozdiely medzi jednotlivymi nizklomolekuldrnymi
heparinmi (LMWH) ved aj k rozdielom v ich farmakologickom a biologickom profile, v zavislosti od
procesu ich vyroby. Objavili sa tak vyznamné G¢&inky heparinu a LMWH nielen na proces trombdzy,
ale aj na zapalové procesy a angiogenézu, a tieto ich vplyvy sa v si¢asnosti podrobne sleduju.
Angiogenéza je modifikovana a ovplyviiovana viacerymi rastovymi faktormi, pri€om heparin
ovplyviiuje vaés$inu z nich. Vdcsina ucinnych endogénnych pro- a antiangiogénnych rastovych
faktorov st heparin-viaZlce proteiny, ktoré moéZu byt ovplyvnené systémovou aplikaciou heparinu.
Heparin, ako aj dalSie proteoglykdny, hrajd vyznamnu rolu vo funkcii vaskularnych endotelovych
buniek, a rovnako st aj schopné modulovat aktivitu angiogénnych rastovych faktorov podporovanim

interakcie s ich receptorom a receptorovou aktivaciou.



Prinos z vykonaného projektu

Na Slovensku este nebola vykonana tkanivova transplantdcia ovaridlneho graftu. Vzhladom na
odstvanie tehotenstiev do vy3sich vekovych skupin, ako aj stale lep$iu preZivatelnost pacientov po
onkologickych ochoreniach v3ak pribuda skupina pacientov, u ktorych neexistuje ind moZnost
zachovania fertility okrem transplantdcie ovaridlneho $tepu. Prvotnd ischemizdcia $tepu v3ak zni¢i
velku Cast folikulov transplantatu. Zlep3enie preZivatelnosti Stepu, ako aj lepsie vyuZitie ovaridlneho
transplantdtu pre klinické Gcely by redlne mohli tymto pacientom umoznit zachovat si svoju
reprodukénu funkciu aj po agresivnej onkologickej lie¢be.

Druhy poutitych zvierat a ich predbezné poéty: v experimente bud( pouZité samice potkana druhu
Sprague-Dawley v pocte kusov 126. V kazdej skupine bude pouzity minimalny podet
experimentalnych zvierat — 7 ks. Celkovo bude vytvorenych 18 skupin, ktoré budi porovnavané
vzajomne medzi sebou.

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

Pocas sledovaného obdobia nebude brdnené zvieratdm v prirodzenom sprévani. Budu dodrzané
Standardy chovu, umiestnenia a starostlivosti. U zvierat bude realizovany operaény zakrok v celkovej
inhalatnej anestézii s adekvdtnou analgéziou. Po vykone budi zvieratd vyru$ované len z dévodu
aplikovania liekov. Désledne bude monitorovany zdravotny stav zvierat.

Predpokladana droven krutosti: Vzhladom na to, Ze perioperacne budu zvieratd pocitovat len
kratkodobu strednu bolest predpokladdme strednd Groverfi krutosti.

Uplatfiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Samotna myslienka transplantdcie a autotransplantécie nutne vyZaduje vyuZitie experimentdineho
animalneho modelu. Jedine na Zivom animalnom modeli moZno hodnotitf neovaskularizaciu
ovariadlneho Stepu po autotransplantécii. PouZitie zvierat je na takyto typ vyskumu nutné.

2. Redukcia poftu zvierat:

Vzhladom na rozloZenie experimentalnych skupin bude pouZity minimalny polet zvierat v kazdej
skupine — n=7, ktory edte stali pre Statistické vyhodnotenie.

3. Zjemnenie:

Vyber druhu laboratdérneho zvierata sa opiera 0 mnohé vedecké prace z odboru experimentalnej
chirurgie, ktory detailne aplikuje poznatky o rozvoji a patogenéze zmien prebiehajdcich pri
jednotlivych chorobnych stavoch. Aplikacia a translécia stavov z klinickej mediciny do



experimentalnych podmienok predstavuje zékladnt jednotku vyskumu v tejto oblasti. Redukcia
stresu, utrpenia a bolesti bude zabezpecend na podklade aplikdcie anestetik a analgetik

v perioperacnom obdobi ako aj pooperaténom obdobi, aby bol &o v najvy$éej moznej miere
eliminovany distres zvierat.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: dho nie



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu:

Vplyv oénej roztokovej instildcie “JODID DRASELNY A SODNY 2 % UNIMED PHARMA® na
rekurentné infekcie predného segmentu oka vyvolané Herpes simplex virusom typ 1 v
krdaliéom okuldarnom modeli.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: AKS JT'ZQJ

KPicové slova v projekte ( max 5 slov):

Herpes simplex virus-1, HSV-1, herpeticka keratitida, kraliky, antivirusovy uginok

4 *

Ucel projektu : v zdujme dosiahnutia ktoréhokolvek z cielov uvedenych v pismene b) pri vyvoii,
vyrobe alebo testovani kvality, iidinnosti a bezpe&nosti liekov, potravin, krmiv a inych litok alebo
vyrobkov,

Ciele projektu a prinos z vykonaného projektu:

Herpes simplex virus-1 (HSV-1) je jednym z najroz8irenej§ich virusov v Fudskej populacii, &o je
vysledkom jeho schopnosti navodenia latentnej infekcie v senzorickych neurénoch, naslednej
reaktivécie virusu z latencie veducej k rekurentnej infekcii a prenosu na nového hostitel’a (Thompson
et al., 2013). HSV-1 vyvolava rézne ochorenia, od menej zvazného herpes labialis, gingivostomatitidy
a genitalneho herpesu, az po epitelialnu a stromalnu keratitidu, &asto veducu k infekénej slepote, a
Zivot ohrozujucu encefalitidu. Zatial’ nie je dostupnd Ziadna aginna vakcina, ktord by bolo mozné
pouZzivat’ v klinickej praxi (Al-Dujaili et al., 2011).

Primarna infekcia HSV-1, prejavujica sa typickymi orofaryngedlnymi pluzgierikmi, sa
naj¢astejSie vyskytuje v detskom veku (aviak zriedka pred 6-tym mesiacom Zivota) a v skorej
adolescencii. Virus sa prendsa po kontakte s infek&nymi léziami a/alebo slinami (Tullo, 2003). Po
primarnej replikacii nasleduje fiza latentnej infekcie s pripadnymi fazami reaktivicie virusu.
Reaktivacia virusu nemusi byt sprevadzana typickymi klinickymi manifestaciami a ochorenim.
NajcastejSim ochorenim, ktoré vznika pri lytickej infekcii HSV-1, je herpes labialis, pri ktorom sa virus
replikuje v mukéznom tkanive orofacialnej oblasti. Infekcia mozgu vedie k herpetickej encefalitide,
ochoreniu, ktoré moéZe spdsobit’ doZivotné neurologické poskodenie a je charakteristické vysokou
mortalitou (Al-Dujaili et al., 2011).

Okrem encefalopatii a orofacilnych infekcii, HSV-1 spdsobuje tieZ o&né infekcie, kedy sa
replikuje v oblasti vieCok (ochorenie sa nazyva blefaritida), spojiviek (konjunktivitida), cievovky
(uveitida, ktora je Casto asociovana s keratitidou), sietnice (retinitida), rohovky (keratitida) a okolitej
koze (dermatitida) (Rowe et al., 2013; Al-Dujaili et al., 2011). Replikécia virusu v okularnom tkanive



mbze tiez vyvolat’ diskrétny zapal predného oka (trabekulitidu), zapal oéného bielka (skleritidu) a
zeleny zakal (glaukém) (Bodh et al., 2011).

HSV-1 sa replikuje v epitelialnych bunkach rohovky omnoho Géinnejsie a rychlej§ie nez v
keratinocytoch a v endotelidlnych bunkéach. Primarna infekcia keratinocytov stromy rohovky je
pomaly proces, zatial 8o rekurentna infekcia ma zvyfajne omnoho véZnej§i priebeh a je
charakteristicka dlhodobou pritomnostou zapalového infiltratu. Az 98% primarnych okularnych
infekcii vyvolanych HSV-1 nie je identifikovanych z dévodu subklinickych priznakov, alebo su tieto
bez zvySene] pozornosti diagnostikované ako mierna konjunktivitida. Okularny herpes je unilateralny,
len vo vzacnych pripadoch je rekurentnd infekcia bilateralna. Skoré vyvinutie bilateralneho
rekurentného oéného herpesu je vysoko pravdepodobné v pripade, Ze primarna infekcia oka sa
prejavuje vyraznymi klinickymi manifestaciami. Primarna bilaterdlna herpeticka keratitida sa moze
plne vyvinit’ u pacientov so systémovymi ochoreniémi, ako je atopické ochorenie, malignancie alebo
u pacientov lie€enych imunosupresivami (Tabbara a Al Balushi, 2010).

O¢né infekcie vyvolané HSV-1 si najcastejSie vysledkom realktivacie virusu, ktory navodil
latenciu v trigeminalnom gangliu (taktieZz nazyvané Gasserovo ganglium) (Rowe et al., 2013). Virus
mo6Ze navodit’ [atenciu aj v rohovke (Sundmacher, 2009). Medzi rizikové faktory aktivujice reaktivaciu
virusu patri stres, UV Ziarenie, menstruacia, vysoka horacka, uzivanie kortikosteroidov a traumatické
ochorenie.

Dostupnd antivirusova lie€ba je zamerana len na lyticka replikaciu virusu a nezabrani virusu
navodit’ latentnt infekciu. Z toho dévodu nie je zatial’ mozné predist’ reaktivacii virusu a jeho
naslednej replikacii (Sundmacher, 2009). Orofacialne lézie moZu byt lieCené topikalnym krémom
obsahujucim liedivo penciklovir alebo acyklovir (ACV). Encefalitida je lie¢ena ACV a pre lie¢bu
herpetickej keratitidy sa podavaji o&né kvapky s obsahom trifluorotymidinu (trifluridin, TFT)
(Elbadawy et al., 2012). Pokial je infikované len jedno oko, va¢sinou sa podava Zovirax® (ACV). Pre
bilateralne infekcie sa aplikuje krém Virgan® (ganciklovir). Na Slovensku je jedinym schvalenym
liedivom pouzivanym na liecbu herpetickej keratitidy ona mast’ s 3% obsahom ACV. Lieéivami druhej
a tretej volby sa prednizolon acetat a fluorometolon (Kozub a Simaljakova, 2008).

Uzivanie tychto antivirottk moéZze mat aj neZiaduce ucinky, najmd u pacientov s
precitlivenost'ou na aktivnu latku. LieCba Virgan® gélom by preto nemala byt dihiia ako 21dni a
neodporica sa pouzivat’ toto liedivo u deti. Rovnako Zovirax® mast’ by nemala byt podavana dlhsie
ako 10 dni. Ak sa obe lie€iva uzivaji dlhSie, méZzu mat’ toxické udinky na epitelidlne bunky, okrem
toho je vysokeé riziko vzniku virusovej rezistencie na lieivo. NavySe Zovirax® mast’ mozZe ovplyvnit’ aj
vizualnu schopnost’ lie¢enych pacientov.

Aj ked’ st dostupné antivirotika pouZivané v lieSbe HSV-1 infekcii u¢inné, je nevyhnutné
Studovat’ d’alSie dostupné moznosti lieby, a to najmi v pripade zavaznych rekurentnych ochoreni.
NavySe, v Eurdpe nie je v klinickej praxi  pouzivané Ziadne lie€ivo v podobe o€nych kvapiek, ktoré sii
pre pacientov prijatel'nejSou formou z hladiska aplikacie a znaSania.

Kedze nie je dostupna ziadna vhodna bunkova linia, ktora by poskytovala redlny a komplexny
obraz v8etkych imunitnych interakcii medzi virusom a hostitel'om v procese reaktivacie a vyvolania
ochorenia, je nevyhnutné v nasich experimentoch pouzit’ zvieraci model. Najéastejsie pouZivanymi
zvieracimi modelmi pre Stadium latencie, reaktivacie z trigeminalneho ganglia a rekurentnej infekcie
HSV-1 je novozélandsky kralik (NZW) (Oryctolagus cuniculus) (Al Dujaili et al., 2011). U krélikov st
Casté spontanne reaktivacie (~35%), pripadne tieto mdZzu byt indukované chemickym poskodenim
(epinefrin) alebo mechanickym pogkrabanim rohovky injekénou ihlou (Rowe et al., 2013). Lézie na
rohovke, ktoré vznikaju replikaciou virusu, st u kralikov Pahko vizualizovatelné a po&itatePné. Dal$ou



vyhodou je, Ze z kralikov moZno ziskat’ va&si podet vzoriek tkaniva a slznej tekutiny (Webre et al.,
2012). Priznaky epitelidlnej keratitidy perzistuju dlhsie v kralikoch neZ v mysiach, &o je vhodné pre
Stadium terapeutického ucinku réznych antivirusovych latok (Rowe et al., 2013). Kraliky sa éasto
pouzivaju ako modelovy organizmus pre §tidium herpetickej keratitidy z dévodu, Ze (i) existuje vel’a
podobnosti medzi kralicim a lPudskym imunitnym systémom v mukdznom tkanive oka a v
lymfoidnom tkanive asociovanom so spojivkou, (ii) a priebeh a priznaky rekurentnej herpetickej
stromalnej keratitidy a herpetickej keratokonjunktivitidy je podobny ako u Pudi (Dasgupta a
BenMohamed, 2011).

V predchadzajucich experimentoch sme detegovali antivirusovy G&inok pripavku “/ODID
DRASELNY A SODNY 2 % PF na replikaciu HSV-1 in vitro (testovali sme mierne patogénny kmef K17 a
vysokopatogénny kmeti ANGpath). Antivirusovy Gginok latky sme pozorovali nezavisle od spdsobu
podania latky a od Casu podania (bunky boli lieGené v Ease infekcie virusom a/alebo 2 hodiny po
infekcii). V pripade kmeila K17 sme detegovali zniZenie titra virusu o 3 logaritmy, v pripade kmeiia
ANGpath aZ o 4 logaritmy. Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze “JODID DRASELNY A SODNY 2 %
UNIMED PHARMA®” je vhodnym kandidatom pre klinické vyuzitie ako profylaktické liedivo s
adjuvantnymi tcinkami v liecbe ofnych infekcii spdsobenych HSV-1, akiitnej a chronickej
nehnisajicej konjunktivitidy, blefaritidy a nehnisajucej keratitidy.

Cielom tejto predklinickej Stiidie je otestovat’ terapeuticky a preventivny antivirusovy
ucinok oénych kvapiek “JODID DRASELNY A SODNY 2 % UNIMED PHARMA®” v liedbe rekurentnej
epitelialnej keratitidy vyvolanej HSV-1 in vivo na zvieracom modeli kralika.

Z tychto dévodov ma projekt vysoky potenciil prinosu vysledkov pre medicinsku prax.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:

Kralik, hybrid NZB, samec, 2,5-3kg, 20 ks

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

Planované experimenty: navodenie latentnej infekcie zarad’ujeme do kategérie krutosti
postupov ,slabé®, ked’Ze kraliky budu infikované nakvapkanim malého mnoZstva virusovej
suspenzie na rohovku v Tahkej anestézii a davka virusu nespdsobi zvieratam, okrem slabej
keratitidy, Ziadne zavaZnejSie zdravotné komplikacie. Aplikacia ski$aného liegiva patri tiez do
kategorie ,,slabé* krutosti postupov, kedZe bude aplikovana iba dvakrat denne po jednej
kvapke (30 pl) do spojivkového vaku. Intramuskularne podanie anestézie je tieZ neinvazivny
zasah do organizmu. Jediny invazivnej§i zakrok, ktory zvieratd podsttpia je podrazdenie
rohovky jemnym pogskrabanim za udelom vyvolania reaktivicie latentného virusu, aviak
tento tkon by nemal Ziadnym zavaznym spdsobom zhorsit’ zdravotny stav zvierata preto je
klasifikovany do kategérie krutosti postupov ,,slabé“.

Ani v jednom §tadiu pokusu nebudi mat’ zvieratd obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun
potravy a vody. Zvieratd budi umiestnené v klietkach (1 ks v jednej klietke) s vlastnou
ventiliciou a oznaCované budl individudlnymi zdznamovymi kartami. Na konci
experimentov budt zvieratd humanne usmrtené.



Predpokladana troven krutosti:

Vychadzajic z klasifikdcie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykondvat na
zvieratach v planovanych pokusoch zarad’'ujeme do kategorie ,,slabé®.

Podla Prilohy ¢&. 4 k nariadeniu vlady &. 377/2012 Z.z., Oddiel lll, v ramci tejto Studie
podavame jedint testovanu latku (bod 1b) povrchovo — aplikdciou do spojivkového vaku v
mnozstve 30 mikrolitrov (bod 1d a f). Infekcia do rohovky a vyvolanie reaktivacie virusu
podrazdenim rohovky tieZ patri medzi ,,slabé” trovne krutosti — zodpoveda bodu 1d. Odber
vzoriek — vytery z oka st minimalnym zdsahom do komfortu zvierat, vykonavaju sa dvakrat
denne pred podanim testovanej latky pomocou sterilnej vyterovej sady.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zdoévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie preCo sa nemdze pouZit
alternativna metdda bez pouZitia zvierat)

Odozva organizmu na latentnu infekciu a reaktivaciu HSV-1, najmi ak sa sleduje reakcia
organizmu na herpeticki keratitidu, je komplexny proces, na ktorom sa podiela vela
hostitel'skych faktorov a prave preto sa v tomto pripade neda ,in vivo” nahradit’
bunkovymi kultirami. Okrem toho $tudium reaktivacie, vyvolania herpetickej keratitidy a
nasledného antivirusového Ucinku Studovanej latky na bunkovych kultirach nezohladiiuje
vyznamny éinitel’ ovplyvilujici tieto procesy, a to je imunitny systém hostitel’a.

Podla zoznamu registra alternativnych metod z European Centre for the Validation of
Alternative Methods:
ecvam.jrc.it/-2k; ecvam.jrc.it/publication/MAb_statement.pdf;
ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.eu/-2k; hitp://ec.europa.eu/enterprise/epaa/conf 2006.htm;
http://tsar.jrc.ec.europa.eu/;
http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/our labs/eurl-ecvam/publication/epaa_workshop wg3.pdf;
analyza patogenézy latentnej infekcie spdsobenej herpes simplex virusom-1 nie je moznd
bez modelového systému a je nevyhnutné pouzit’ vhodny zvieraci model. V. tomto pripade
je mozné pouzit’ kralika.

Vzhl'adom na nevyhnutnost pouzitia laboratéornych zvierat sa v projekte sleduje
a uplatiiuje najnovsia legislativa v stvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na vedecké
ucely, ktort uzakonil Europsky parlament vo.forme revidovanej smernice 2010/63/EU o
zvieratach pouzivanych na vedecké ucely, ktord nadobudla Géinnost’ 1. januara 2013, ako aj
Nariadenie Vlady Slovenskej republiky zo 14. novembra 2012, ktorym sa ustanovuji
poziadavky na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké Glely alebo vzdelavacie Gdely
(Zbierka zakonov ¢. 377/2012) a Vyhlagka ¢.436/2012 Ministerstva p6dohospodarstva a
rozvoja vidieka Slovenskej republiky zo 14. decembra 2012, ktorou sa ustanovuji
podrobnosti o poziadavkidch na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké udely alebo
vzdelavacie ucely.

Nové pravne predpisy prisne dbaji na dodrziavania pravidiel troch R (replacement,
reduction, refinement) (t.j. nahradenie, obmedzenie a zmiernenie testov na zvieratach), t.j.
aby sa minimalizoval pocet zvierat pouZivanych na pokusy a aby sa vzdy, ked’ je to mozné,




vyuZivali alternativne metddy, a aby sa v pripade, ked’ nie je moZné pouzit’ alternativne
metody, zlepSili a  zjemnili metody v postupoch, pri ktorych sa odstrani alebo obmedzi na
najnizSiu mieru bolest’, utrpenie, strach alebo trvalé poskodenie zvierat.

2. Redukcia poctu zvierat:

Pre Statisticka reprodukovatelnost’ vysledkov a na zéklade naSich dlhoro&nych skisenosti
je potrebné, aby kazda vySetrovana skupina obsahovala 5 ks kralikov. Planovany podet
zvierat (20 ks) je kone¢ny a zahriia vSetky varidcie postupov. Samozrejme, naSou snahou je
pouZit’ ¢o najmensi mozny podet pokusnych zvierat, o sa aj odrazilo v minimalizovani
poltu kontrolnych skupin (1).

Zakladny (minimalny) dizajn postupov: Budeme mat’ §tyri zakladné skupiny kralikov: 1) kraliky
infikované HSV-1, 2) kréliky infikované HSV-1 a profylakticky lieCené eSte pred nastupom
rekurentnej infekcie, 3) kraliky infikované HSV-1 a terapeuticky lieGené po vypuknuti
rekurentnej infekcie, a 4) skupinu kontrolnych, neinfikovanych kralikov. KaZd4 skupina
bude zloZena z 5 krélikov.

3. Zjemnenie:

Kazdodennl starostlivost’ o zvieratd v pokusoch bude vykonéavat Skoleny persondl -
pracovnici pokusného zariadenia.

Vychadzajic z klasifikicie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykonavat na
zvieratach v planovanych pokusoch zarad’ujeme do kategérie ,,slabé™:

Navodenie latentnej infekcie zarad’'ujeme do kategorie krutosti postupov ,.slabé”, ked’ze
kraliky budt infikované nakvapkanim malého mnoZstva virusovej suspenzie na rohovku
v Tahkej anestézii a dévka virusu nespOsobi zvieratam, okrem slabej keratitidy, Ziadne
zavaznejSie zdravotné komplikacie. Aplikécia ski§aného lieGiva patri tieZ do kategérie ,,slabé«
krutosti postupov, ked’Ze bude aplikovana iba dvakrat denne po jednej kvapke (30 wl) do
spojivkového vaku. Intramuskuldrne podanie anestézie je tieZ neinvazivny zdsah do
organizmu. Jediny invazivnejsi zakrok, ktory zvieratd podstipia je podraZdenie rohovky
jemnym poSkrabanim za i¢elom vyvolania reaktivécie latentného virusu, aviak tento tkon
bude vykonany v lahkej anestézii a nemal by Ziadnym zavaZnym spOsobom zhorgit
zdravotny stav zvierat a preto je klasifikovany do kategérie krutosti postupov ,,slabé“.

Projekt bude podliehat’ opidtovnému schvalovaniu: ~ 4no
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Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu:

Prepojenie medzi Ca* dysreguldciou a oxidaénym stresom s dopadom na odumieranie
kardiomyocytov nekroptézou.

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: //(73,’2 ,/(-\’_2

2/
Ugel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu

Cielom projektu je sledovat mieru odumierania kardiomyocytov regulovanou nekrézou so zameranim
na signdlnu drahu zahrfiujicu Ca®* overload a nadmiernu produkciu reaktivnych foriem kyslika.

Prinos z vykonaného projektu:

Mechanizmy novo-popisanej bunkovej smrti v srdcovom tkanive st kompletne nezndme. Nie je jasné
akym spésobom je této bunkové smrt iniciovand, a tie? nie je objasnené, ktoré deje su zodpovedné
za jej exekdciu. Literdrne zdroje pojedndvajice o tejto oblasti v nekardialnom tkanive naznacili dlohu
mitochondriami generovanych reaktivnych foriem kyslika a poruchu iénovej homeostazy. V nasich
navrhovanych experimentoch sa chceme zameraf na konkrétne Ca®* proteiny regulujice Ca** hladinu
v kardiomoycytoch a oxidaény stres, ktoré vedd k aktivacii CaMKIl, a nasledne méZu sprostredkovat
regulovand nekrézu. Tymto by sme chceli i) objasnit relevanciu parcidlnych mechanizmov — Ca?*
overloadu a oxidaéného stresu, ako aj ich prepojenie vzhfadom na aktivaciu CaMKil a tie3 i) zistit, &
pouzitim farmakologickych modulatorov je moZné mieru odumierania kardiomyocytov limitovat.
Prinos navrhovaného projektu je na trovni patologickej a farmakologickej; méZe priniest origindine
poznatky pre experimentéinu kardioldgiu.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné potty : Potkany, samce rodu Wistar, poéet 100

Predpokladany nepriaznivy vple/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:

So zvieratami sa bude humdnne manipulovat; pred podanim celkovej anestézy sa oboznimia
s prostredim, kde im bude aplikovana i.p. anestéza. Samotné podanie anestézy budid vykonavat
Skoleni pracovnici, ktori maju skisenosti s aplikdciou l4tok réznymi aplikaénymi cestami. Ked%e
budeme aplikovat anestézu s ultrarychlym nastupom Géinku a v dostatoénej koncentracii, zvieratd
upadnu do rychleho ireverzibilného bezvedomia.

Predpokladana droveri krutosti:

bez moZnosti zotavenia



Uplatiiovanie zisad 3R
1. Nahradenie:

Vtomto type experimentov nie je odporicané pousit bunkovd liniu neonatdinych buniek h9c2
zdévodu diferencialnej expresie proteinov v porovnani s primarnymi izolovanymi kardiomyocytmi,
to mdze mat vplyv na Ca® regulaciu a priebeh experimentov. Rovnako fakt delenia buniek h9c2 by
mohol ovplyvnit hodnotenie Zivotaschopnosti. Prave takito negativna interferencia by mohla
spGsobit nespravne interpretovanie patologickych dejov a tie? Géinkov pouZitych farmakologickych
modulatorov. Jednd sa o origindine experimenty, ktorych interpretécia a vystup pre experimentainu
patologiu/farmakoldgiu si vyZaduje &erstvé nativne bunky izolované zo sfdc laboratérnych potkanov.
PocitaCové simuldcie nemézu byt tieZ pouZité ako alternativa.

2. Obmedzenie:

Polet zvierat bude zvoleny tak, aby sme mohli vysledky Statisticky vyhodnotit a sucasne aby sme
zabranili ich zbyto¢nému plytvaniu. Vezmeme do ivahy vplyv cirkadidlnych rytmov, sezonnych zmien,
tak aby sa prediglo nehomogenite vysledkov a potrebe dalsich opakovani. Z jednej Uspesnej izol4cie
je moiné bunky rozdelit na priemerne 3 vzorky za G&elom daldieho spracovania v zavislosti od
velkosti srdca a efektivity izoldcie. Toto rozdelenie bude urobené systematicky s ohfadom na
Specifika naslednych metodik. Ked%e Je planovanych 6 skupin za bazalnych podmienok a 6 skupin po
ischémii a reperfuzii, spolu 12 skupin, a do kazdej skupiny za predpokladu uspednej izoldcie je nutné
pouzit 5 zvierat, maximalny pocet zvierat by bol 12x5, t.j. 60. Na zavedenie metodiky poéitame s
max. 20 potkanov. Ked%e Uspesnost izolacie kardiomyocytov je vysoko citlivd na podmienky
experimentov je treba ties zobrat do tvahy, Ze aj napriek zvlddnutiu metodiky méZe dojst k zlyhaniu
izolacie. Preto budeme pocitat s rezervou 20-tich potkanov. Celkovy predpokladany poéet zvierat
teda bude 60+20+20 = 100.

3. Zjemnenie:

Vysledky budu priebezne hodnotené a ciele prehodnocované. v pripade, Ze nastane situdcia, ktord by
naznacila, Ze nem4 zmysel dalej vedecky pokraovat v dalgich pldnovanych experimentoch, prace sa
ukoncia; dalSie zvierata sa nebudy pouzivat .

=
)

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu:  4no
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Priloha ¢.2

Netechnické zhrnutie projektu

Ndzov projektu:

"Vznik a patogenéza obezity vo vzt'ahu k netradiénym rizikovym faktorom obezity"' .

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: A 97 7 (‘~22/

Klicové slova v projekte ( max 5 slov): Adenovirus 36, obezita, patogenéza,
probiotika, mysi C57BL/6

Uéel projektu”:  Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulacné metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 7. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare udi
alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alSieho
pouzivania v postupoch

Opisaf’ ciele projektu:

Obezita bola Svetovou zdravotnickou organizaciou (WHO) klasifikovand ako jedna z 6smych
vyznamnych pri€in spésobujiicich chronické ochorenia. Pri¢iny vzniku obezity
su multifaktorialne a zahfiiaji endokrinné, farmakologické, nutriéné, environmentalne
a genetické agensy. Posledné roky je vyskum zamerany aj na sledovanie vzniku obezity
pbsobenim rdznych patogénov akymi si canine distemper virus, Rousassociated virus-7,
Borna disease virus, SMAM-1 (vta¢i adenovirus), adenovirus 5 (Ad5), a Ad37 u zvierat
aadenovirus 36 u Pudi. Adenovirusy patria medzi virusy, ktoré vyvolavajii ochorenia
s miernymi priznakmi postihujice horny a dolny respiraény trakt, gastrointestinalny trakt,
alebo sposobuji konjuktivitidy. Vyznamnou vlastnostou upriamujicou pozornost
na adenovirus 36 je jeho vzt'ah k vzniku a rozvoju obezity.

Ciefom postupu je Stidium mechanizmu adenovirusovej infekcie umysi linie
C57BL/6 (Black 6) vo vztahu k imunitnému systému, dizke trvania a kvantite virémie, a jej
ovplyvnenia probiotickou kultirou laktobacilov. Pri infekcii my$i AD-36 budi sledované
virologické, imunologické, mikrobiologické, klinické a patologicko-anatomické parametre.

14



Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladany prinos bude spoéivat’ v dosiahnuti novych poznatkov tykajtcich
sa patogenetického €inku Ad-36 vo vztahu k imunitnému systému a dizke trvania a kvantite
virémie, a jej ovplyvnenia probiotickou kultirou s priamym dosahom na vznik obezity.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné poéty:

V postupe budti pouZité 4 tyZdfiové mysi inbrédneho kmetia C57BL/6 (Black 6)
samiCieho pohlavia. Bude pouZitych (max. 350 ks my3i), rozdelenych do 8 skupin (6 x 55
a 2 x 10 mysi).

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

Pocas sledovaného obdobia zvieratdm nebude zabranené v prirodzenom spravani,
vratane obmedzenia §tandardov na umiestnenie, chov  a starostlivost a nebude
im vo vyznamnej miere nara$ana pohoda ani celkovy stav. VyruSovanie bude obmedzené iba
na aplikiciu probiotického kmetia a jednorazova infekciu adenovirusom, désledne bude
monitorovany zdravotny stav zvierat. V priebehu postupu sa neplénuje pouzitie analgézie,
nakol'ko v pripade aplikacie probiotického kmefa Lactobacillus reuteri 26 je pouzitd
prospesna kultira a adenovirus Ad-36 je klinicky na mysi malo invazivny. Infekciou mysi
virusom Ad-36 bol preukazatelne dokazany narast telesnej hmotnosti akumulaciou tukového
tkaniva.

Predpokladanad droven krutosti:

Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikdciu krutosti postupu
oznacit’ ako ,, strednd, bez moznosti zotavenia".

Uplatriovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Postup nie je moZné vykonat' alternativaym spdsobom, pretoZze sa jednd o $tadium
patogenetick¢ho mechanizmu Pudského adenovirusu 36, jeho interakciu s imunitnym
systémom a virémiu, jej diku a kvantitativau troveri. Stdasne sa jedna o §tidium vplyvu
probiotik na virusovi infekciu z hladiska virologickych, klinickych, imunologickych
a patologicko-anatomickych parametrov a ich vplyv na virusom indukovani obezitu. Jedna sa
0 interakciu organizmu, virusu a probiotickych bakteridlnych kmeriov, &o nieje moZné
uskutoénit’ v in vitro podmienkach.
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2. Redukcia poétu zvierat:

Z Hhladiska experimentilneho vyskumu je nutné zabezpedit dostatony podet
experimentalnych zvierat so snahou o redukciu chyb v priebehu spracovania vysledkov, ako
aj na zabezpeCenie $tatisticky spracovatelnych vysledkov. V postupe bude pouZitych
maximalne 350 ks mysi, rozdelenych do skupin (6x 55 a2x 10 mysi). V ramci kazdej
skupiny (6 x 55) sa uskuto&ni odber vzoriek na 0., 3., 7., 14., 21., 28.,42., 56., 70., 100. a
130., defi od infekeie, s minimalnym zastiipenim zvierat v jednej skupine na odber po (5 ks).
Navrhnuty pocet zvierat bol ustanoveny na zaklade sigasnych metéd v experimentdlnom
vyskume, aby bolo pre dosiahnutie oéakavanych vysledkov pouZitych &o najmenej zvierat, a
aby bolo maximalizované mnoZstvo vystupnych informécii z kazdého zvierata pouZzitého v
postupe.

3. Z jemnenie:

V postupe buda pouZité 4 tyzdiiové mysi inbrédneho kmetia C57BL/6 (Black 6)
samiCieho pohlavia, ktoré si zhFadiska 3tadia poZadovanych parametrov najidealnej$im
modelovym zvieratom, av plnej miere spifiaju charakter $tidii pri sledovani obezity
indukovanej adenovirusovou infekciou. Podas sledovaného obdobia zvieratim nebude
zabranené v prirodzenom sprédvani, vritane obmedzenia Standardov na umiestnenie, chov
a starostlivost, anebude im vo vyznamnej miere nartiSand pohoda ani celkovy stav.
VyruSovanie bude obmedzené iba na aplikdciu probiotického kmetia a jednorazovii infekciu
adenovirusom. V postupe bude pouZitd jednoduchd anestézia (zmes Ketamin/Xylazin),
zabezpeCujica dokladnti nehybnost zvierat, ktord je potrebna pre bezpedni aplikaciu
intranazalnej infekcie.

Projekt bude podliehat’ opédtovnému schval’ovaniu: ano nie
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Priloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podla §40, Z. z. 3772012

Nazov projektu:

Inverznd zmena svetelného reXimu a Jej désledky na fyziologické, neuroendokrinné
a behaviorélne parametre potkana laboratérneho

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: M%//T.Z&/]

Klacové slova v projekte ( max 5 slov):

inverzné posuny svetla a tmy, potkany, radiotelemetria, cytometria, spravanie

Uéel projektu:

Zakladny vyskum

a) informaicie o ciel’och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte a typoch
zvierat, ktoré sa pouziji

Ciele projektu:

1. Ohodnotit’ zmeny kardiovaskularnych parametrov u potkanov po expozicii 12-hod inverznym
- posunom svetla a tmy u normotenznych a spontinne hypertenznych potkanov
2. Analyzovat’ vzt'ah vzniku neklesajiceho profilu tlaku krvi (TK) u otkanov exponovanych 12-hod
y
posunom svetla a tmy
3. Analyzovat’ vzt'ah desynchronizécie organizmu na zmeny v imunitnom systéme a ich koreldciu
dosah na zmeny v kardiovaskuldrnom systéme
4, Otestovat’ imunitni odpoved’ u zvierat vystavenych posunom svetla a tm
y
5. Analyzovat' zmeny autonémneho nervového systému a spontdnnej baroreflexnej senzitivity

u experimentdlnych zvierat pomocou parametrov variability frekvencie srdca (FS) a TK.

6. Ohodnotit’ zmeny v spréavani experimentdlnych zvierat po dlhodobom vystaveni{ 12-hod
inverznym posunom svetla a tmy

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

Epidemiologické tdaje ukazujti, Ze prica na zmeny moéZe predstavovat rizikovy faktor pre vznik
viacerych civilizaénych ochoreni, vratane hypertenzie. Ked'Ze praci na zmeny sa vo vyspelej spolognosti
nedd vyhnt' a mechanizmy ktorymi méze prispievat” ku vzniku civilizaénych ochoreni nie st zatial
zname, sl potrebné experimentalne tidaje zanimédlnych modelov, aby sa spoznali fyziologické
mechanizmy, ktoré maju svoj dopad aj na zmeny zdravotného stavu a spravan{ Pudi. Podla najnovsich
prac sa ukazuje spojitost zmien cirkadiannej regulacie kardiovaskularneho systému S0 zmenenou
odpoved’ou imunitného systému v ¢ase. Nami predkladany projekt je zamerany na pokradovanie analyz
vplyvu fézovo posunutych cyklov vo svetelnych podmienkach prostredia na vyvin hypertenzie a zmien
fyziologickych a behavioralnych ukazovatelov u potkana laboratérneho (Rattus norvegicus).
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Priloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podla §40, Z. z. 377/2012

Ocakévame, Ze inverzné posuny svetelného rezimu pomdzu pri definovani zékladnych vztahov interakcie
kardiovaskuldrneho, autonémneho nervového, imunitného a cirkadidnneho systému. Tento komplexny
pohlad zékladnych interakcif roznych reguladnych systémov méZe dopoméct’ aj pri detekcii vhodného
markera naruSenych biologickych rytmov, & rychlejdej adaptécii desynchronizovanych cirkadidnnych
rytmov.

Z behaviordlneho hradiska ofakdvame hlavne zmeny siivisiace s anxietou, ako aj zmeny vo vybranych
formach vrodeného (explordcia, motorickd aktivita, anxieta, emocionalita) anauceného spravania.
Uvedené behaviordlne zmeny by podla naich o¢akdvani mali byt sprevadzané zmenami autonémneho
nervového a imunitného systém.

Druhy poutZitych zvierat a ich predbezné pocty:
Potkan laboratérny (Rattus norvegicus); normotenzné Wistar: 170 samcov; spontdnne hypertenzné SHR
170 samcov.

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

Nepriaznivy vplyv na zvieratdi by mohla mat' opercia alebo umely spanok poéas implanticie
telemetrického zariadenia alebo odberu krvi, aj ked podla nalej skiisenosti sa potkany po operacii
zotavuji pomerne rychlo a uZ niekolko minit po odznen{ u¢inkov anestézie sti schopné samostatného
pohybu, Co je prejavom dobrého znaSania anestézie ako aj zékrokov samotnych. Pri realizécii
behaviordlnych testov s vyraznejSou ujmou na zéklade skusenosti nepotitame, kedZe testy budu
kréatkodobé a neinvazivne.

Predpokladana Groveri krutosti:

Operécie, podavanie farmék aodbery krvi bud vykondvané v celkovej anestézii, po kiorej zviera
nadobudne vedomie, a preto sa klasifikuja ako ,,stredné®. Do kategérie "slabé" spadajii z hl'adiska krutosti
aj vietky nami planované behaviorélne testy.

b) preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat (Replacement; Zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie pre€o sa
nemoZe pouZit’ alternativna metéda bez pouZitia zvierat)

Ked7e pokus je primérne zamerany na sledovanie fyziologickych zmien v cirkadidnnom,
kardiovaskularnom, imunitnom a autonémnom nervovom systéme s perspektivou vystupu uplatnenia
poznatkov u €Cloveka, nie je moZné realizovat’ pokus na bunkovych kultdrach, ktoré tieto komplexné
regulaén€ systémy nemajui. Alternativna nahrada modelu potkana niZ¥fmi stavoveami taktie? nie je moZn4,
nakolko v odbornej biomedicinskej literatiire venujticej sa skiimanej problematike je potkan pouZivany
ako akceptovatel'nd nahrada pri fyziologickom a farmakologickom testovani s akceptovanou extrapolacie
nameranych tdajov na ¢loveka.

Pri vyskume nami prezentovaného charakteru nie je mozne ani absolltne aani &astoéné nahradenie
zvolenej skupiny/druhu laboratdrneho zvierata. NemoZno ho realizovat’ ani na bunkovych kultdrach a ani
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Priloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podla §40, Z. z. 377/2012

za vyuZitia potitadove]j simuldcie. TaktieZ v iom nemo¥no pouZit’ iny, systematicky niZ§ie postaveny druh
zvierat’a.

Pri tomto druhu vyskumu je (vzhadom na fyziologické parametre) uvedeny model najlepSou alternativou
nahrady humanneho modelu.

2. Redukecia poétu zvierat (Reduction; Zddvodnenie pouZitia urceného poftu zvierat, akym
sposobom sa pouZije redukeia, objasnenie toho, Ze sa pouZil minimalny moZny podet zvierat)

Cely projekt je zamerany na nahradzovanie a obmedzenie potu zvierat v experimentoch.
Rédiotelemetrickd metdda umozZituje kontinulne sledovanie vybranych kardiovaskularnych parametrov
a pohybovej aktivity u toho istého zvierat’a, a teda ich poget je v porovnani s pouZitim len histologickych
a molekuldrnych metéd vyznamne redukovany.

Pocty zvierat v d’al§ich etapach si minimalizované na najmen§iu moZnt hranicu tak, aby ziskané (daje
mohli byt’ tatisticky spracované a mali seriéznu vypovedn( hodnotu,

3. Zjemnenie (Refinement; Vysvetlit' vyber pouZitych druhov zvierat, zdévodnenie pouZitia
zvierat’a, objasnenie spdsobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu
vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Zvieratd pocas samotného pokusu nebudti vystavené stradaniu a utrpeniu. Vodu a potravu budi mat’ k
dispozicii ad libitum. Budti chované v $tandardnych podmienkach. Pogas operdcie budti uspané zmesou
kyslika a izoflurdnu, ktory umoZfiuje rychlejsie prebudenie po operdcii a aj lep§iu rekonvalescenciu ne?
iné anestetika.

Utrpenie zvierat bude minimalizované dodr¥iavanim kazdej z piatich slobdd uvaddzanych pri definicii
walfare zvierat.
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Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu:

Obnovenie expresie kaveolinu-1 ako mo¥na forma terapie monokrotalinom indukovanej plticnej
hypertenzie

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: //%451 /T’EM

Ugel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu

Ciefom pokusu je zistit mozny terapeuticky efekt obnovy expresie CAV-1 pomocou Specifickych lie¢iv
a porovnat ho so tandardnou terapiou, ktorej dcinok na expresiu kaveolinu-1 nie je znamy

v experimentalnom modeli plicnej artériovej hypertenzie. Zarove#i sa bude sledovat vztah medzi
poskodenou funkciou PK a expresiou CAV-1 v tkanive pravej komory.

Prinos z vykonaného projektu:

Napriek velkej pozornosti zdravotnickeho systému a neustilemu vyvoju a dostupnosti novych liekov
je lietba kardiovaskuldrnych ochoreni oblastou, kde je nadalej potrebné hiadanie novych cielov
farmakologického zdsahu, aby bolo moné implementovat do farmakoterapie uginnejgie
a bezpecnejSie lietiva. Této vyzva je edte naliehavejie v pripade zriedkavych kardiovaskuldrnych
ochoreni, ako je aj plicna artériova hypertenzia (PAH), ktoré su €asto mimo vyskumnych stratégii
sukromného sektora, ked%e navratnost vynaloZenych financii na vyskum je velmi otdzna. V tomto
projekte identifikujeme kaveolin-1 (CAV-1) ako potencialny kandidat na buddce terapeutické ciele,
kedZe, ako je zndme z patomechanizmov inych ochoreni, tito signalna kaskdda ma silné regeneracné
Ucinky.

Prinosom projektu bude ziskanie poznatkov o vztahu medzi expresiou CAV-1 arozvojom PAH
u monokrotalinom indukovanej plicnej hypertenzie.

Druhy poufZitych zvierat a ich predbezné potty : Potkany, samce rodu Wistar 300 ks
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v rémci vykondvania projektu:

Ide oexperimenty, kde sa hodnoti vplyv monokrotalinom-indukovanej PAH na funkciu pravej
komory, preto je potrebné vykonat experiment in vivo, teda na celom zvierati. V experimente sa
planuje intraperitonealna aplikacia anestetika (Avertin). Zvieratd méZu pri intraperitonealnej aplikacii
anestetika pocitovat kratkodobu bolest, ktord nebude vyznamne nartgat pohodu, ani celkovy stav
zvierat. Samotné experimenty zamerané na zistenie funkcie srdca budu vykonavané v hlbokej
celkovej anestézii, po ktorej zvieratad nenadobudnt vedomie a budd humanne utratené. Celkovo sa



otakdva vyrazné poskodenie funkcie srdca, v zmysle zlyhania pravej komory a jeho prejavov ako
dychavitnost, zniZenie telesnej hmotnosti a imrtnost na Grovni 20-30%. PouZity experimentalny
model rozvija zlyhanie pravej komory postupne v priebehu 4 tyzdfiov. V pripade nahleho zhor$enia
zdravotného stavu budu zvieratd huménne utratené. Z tohto dévodu budt zvierata denne sledované
a pokial' zant prejavovat klinické symptémy poskodenia srdca (dychaviénost, znitenie telesnej
hmotnosti) budd okamfZite uvedené do anestézie, poufité v experimente {(bez ohladu na dobu trvania
experimentu) a utratené tak, aby bolo ich pripadné utrpenie ¢o najviac eliminované.

Predpokladana aroven krutosti:

stredna

Uplatfiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie:

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit vplyv PAH na rozvijajice sa zlyhanie
srdca, nie je moiné pokus vykonat bez poufitia zvierat a pouit alternativnu metdédu. Potitatové
simulacie nie su v tomto pripade vhodnym alternativnym spdsobom, podobne ako kultdry buniek, na
ktorych je nemoiné relevantne posudit funkciu srdca ako celku s fou suvisiace patomechanizmy
a molekuldrne pozadie.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouZity minimalny poet experimentdlnych zvierat potrebny pre $tatistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Po&et n=15 v skupindch MoCr zahfia mo¥nd
mortalitu po poddvani monokrotalinu, ktora podfa literatdry predstavuje 25-30 percent, ako aj
pripadnu perioperaénti mortalitu, spojend s invazivnym zakrokom.

3. Zjemnenie:

Vysledky jednotlivych ¢asti Studie budi priebeZne vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych
neocakdvanych udalosti bude experiment ukonéeny a nésledne predloZeny novy projekt tak, aby sa
znizil pocet pouZivanych zvierat. Hemodynamické merania budu realizované u zvierat v celkovej
anestéze, vietky zvieratd v prvej aj druhej faze budd humdanne utratené oxidom uhligitym.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu:  4no  nie



Priloha ¢ 4
Netechnické zhrnutie projektu podl'a §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia vlady SR ¢.
377/2012

Nazov projektu:
Uleha vagovych nervov vo visceralnej bolesti -

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: A453 / A4S — &2_4

Kl'ucové slova v projekte (max 5 slov): paZerak, nociceptor, vadgové ganglia, DRG ganglig,
membranové receptory )

Uéel projektu*: Zakladny vyskum, (transla¢ny)

Opisat’ ciele projektu:

Bolest' vniitornych orgénov (viscerdlna bolest) je zavaznym klinickym problémom, ak
poskodenie orgdnov nemo¥no efektivne liedit. Vyvoj novych terapii je brzdeny nedostatonym
poznanim mechanizmov visceralnej bolesti. Predpokladdme, Ze na visceralnej bolesti sa
podiel'aji nielen spindlne drahy ale aj vagové aferentné nervy. ESte nedivno neboli zniame
poznatky, Ze vagové aferentné nervy st schopné detegovat’ noxické informdcie (vagové
nociceptory). V poslednom obdobi sme v podstatnej miere prispeli kidentifikicii vagovych
nociceptorov v gastroitestindlnom trakte. Napriek tomu, %e sme sa intenzivne venovali
mechanizmom zodpovednym za aktivovanie vagovych nociceptorov, stale je vela neobjasnenych
procesov, najmd tykajicich sa expresie roznych membranovych receptorov akanalov vo
vagovych neurénoch a ich tlohy v nociceptivnych procesoch.

Vytvorili sme hypotézu, e aktivita vagovych nociceptorov zosiliiuje visceralnu bolest

atato zdvisi od expresie TRP receptorov, draslikovych K2P kandlov a kyselinou aktivovanych
receptorov spriahnutych s G-protefnom. Ststredime sa na paZerak ako dolezity zdroj visceralne;j
bolesti ana kyselinu ako kl'ifovy paZerikovy noxicky mediator. Nasu hypotézu budeme
Studovat na modeloch u mor¢iat.
Informacie o paZerakovych nociceptoroch budeme ziskavat identifikovanim receptorov
zodpovednych za ich aktivovanie atoto budeme porovnavat’ s funkciou spinalnych neurénov
z ganglii dorzélnych korefiov. PouZijeme kombinaciu single cell RT-PCR a jednotkovej
extracelularnej elektrickej aktivity.

Predpokladame, Ze ziskame fundamentalne nové poznanie mechanizmov visceralnej
bolesti pomocou najmodernejsich technoldgii. Konkrétne otakivame objasnenie tlohy vagovych
nociceptorov pri visceralnej bolesti z paZeraka.

Ako sme ukdzali, okrem spinalnych DRG nociceptorov, paZerdk obsahuje dva typy
vagovych nociceptorov: vagové jugularne nociceptory (vigové jugularne ganglion
embryologicky pochidzajice z neuralnej listy) avégové nodézne nociceptory (pochadzajiice
z epibrachidlnych plakéd. O¢akavame, %e hlavne vagové juguldrne nociceptory prispievaju
kvzniku bolesti, pretoZe tieto majii ten isty embryologicky pdvod ako aj spinilne DRG
nociceptory (neuralna lista).

Ocakavame, Ze informécie ziskané na modeli paZeradka budi usmerfiovat podobné $tidie
aj na inych vnidtornych organoch. Nakoniec .ofakévame, e objasnenie tulohy vagovych
nociceptorov v bolesti bude stimulovat' vyvoj novych ligliv so Specifickym zameranim na vagové
mechanizmy prispievajice ku vzniku bolesti. Podla nasich znalost{ takyto komplexny projekt je
nebyvaly v tejto oblasti vyskumu.
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Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, 'udstvo, zvierata)

Testovanim nasich hypotéz o¢akivame:

1) Ziskanie originalnych poznatkov o expresii délezitych membranovych receptorov
a kanalov, ktoré sa zuCastfiuji na mechanizmoch vzniku a moduldcii bolestivého
stimulu vo vagovych aspinalnych nociceptoroch. Ststredime sa na potencialne
najdéleZitej$ie skupiny receptorov rodiny TRP, draslikovych kanalov, kyselinou
aktivovanych receptorov spriahnutych s G-protefnmi.

2) PouZitim  selektivnych agonistov  a antagonistov vyznamnych  zastupcov
membranovych receptorov a kanalov prispejeme k poznaniu modulovania noxickej
aktivity vSetkych podtypov aferentnych vigovych a spinalnych nervovych drah
inervujicich paZerik. .

3) Presna identifikicia expresie najddlezitejsich membranovych receptorov pre noxické
stimuly a poznatky o modulacii noxickej aktivity eferentnych nervovych drah méze
stimulovat’ farmaceutické firmy, aby hladali nové latky na modulovanie, pripadne
inhibiciu tychto receptorov a kanilov a tak prispeli ku kvalitnej3ej farmakoterapii
visceralnej bolesti.

Ocakavame, Ze nage vysledky budii mat tie¥ Sirdie uplatnenie pre nociceptivny

(bolestivy) signélny systém, nielen v hornej ¢asti gastrointestinalneho traktu.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
Morca doméce, outbredné, Dunkin Hartley, samce, predbeZne 360/3 roky

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

Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizacii projektu pouZivame dlhodobo a vel'mi
sa osvedCili v ramci riedenia predchadzajicich vedecko-vyskumnych tloh, metodika
retrogradneho znadenia vagovych a spinalnych neurénov u moréiat je vel'mi dobre tolerovana
ataktieZ mor¢atd sa vel'mi dobre zotavuji po kratkodobej ketamin/xylazinovej (zoletil)
anestézii, po prebudeni rychlo nastupuje motorickd aktivita a po hodine st uplne ¢ulé so
zaujmom o krmivo a vodu. S metodikou mame na pracovisku u¥ 5-ro¢né skiisenosti. Pokusy su
pripravené tak, aby sa maximalne vyladil strach, zbyto¢na bolest a utrpenie zvierat a aby boli
zvierata vyuzité humdanne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov, ktoré mésu
pozitivne obohatit farmakoterapiu. Velk4 pozornost bude zamerana na adaptaciu s personalom
a laboratérnym prostredim.

Predpokladana troveri krutosti:

- slabé - retrogradne znalenie neurénov inervujicich paZerik - maly chirurgicky zikrok
v kratkodobej anestéze (cca 1cm kozna incizia bud’ v krénej oblasti alebo v strednej epigastrickej
linii na exponovanie paZeraka — injekcia Dil mikropipetou do steny paZeraka cca 20ul). Pozn. Aj
napriek tomu, Ze chirurgicky zakrok je Klasifikovany ako stredny stuperi krutosti, v nasom
pripade nejde o zavaZny chirurgicky vykon ako je popisané vbode 2.Stredné - pismeno c
(zvierata uZ po hodine st &ulé s dobrou motorickou aktivitou a prijmom potravy)

- bez moZnosti zotavenia zvieratsi pre nasledujice metodiky, scRT-PCR a gqRT-PCR
a elektrofyziologické $tddie, sti usmrtené exsanguinaciou po predchéadzajicej anestéze zoletil
(predavkovanim anestetika) alebo inhal4ciou CO, a potom sa uZ pracuje len s tkanivom.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie preto sa nemédse pouZit alternativna
metoda bez pouzitia zvierat)

Tento projekt nie je mo¥né vykonat' bez pouZitia tychto Specifickych zvierat na $tidium
neuronov z periférnych nervovych ganglif. Preparit so zachovanym intaktnym vagovym
nervovym systémom nemo¥no nahradit’ inou alternativnou metédou. Mor¢a domice je jeden z
najrelevantnejsich modelov aferentnej inervécie vnitornych organov ¢loveka. Alternativne
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metody na $tidium vagovej aferentnej hypersenzitivity neexistuji. Nie je mozné pouZit nizsf
laboratérny ZivociSny druh, pretoZe niZsie laboratérne druhy (my$ a potkan) maji odligna
bioldgiu kI'iovych Studovanych buniek, ktoré st kl'i¢ové pre moduléciu aferentnych nervovych
drah (Am ] Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2007 Oct;293(4):G850-6. Am ] Physiol
Gastrointest Liver Physiol. 2009 Jul;297(1):G34-420. Prieskum databaz ukazal, %e vzhladom na
komplexnost' jednotlivych typov aferentnych vigovych nervovych drah nie je mo¥né pouzit’
modelovanie ani jednoduchsie systémy (bunkové kultiry a pod.)

2. Redukcia poctu zvierat:
(Zdbvodnenie pouZitia uréeného pottu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouZil minimalny moZny pocet zvierat)

Z nasich predchadzajiicich $tidif, kde sme pouZili uvedené metodiky sme zistili, %e pocty
postupov tak ako st Specifikované v protokole st ndvyhnutné (minimélne) na hodnoverné
(Statisticky signifikantné) zachytenie predpokladanych efektov na dosiahnutie nagich cielov.
Dal$ie zniZovanie pottu zvierat v postupe je spojené s rizikom falo$ne negativnych alebo falo$ne
pozitivnych vysledkov, ktoré by potencidlne viedli k neopodstatnenym postupom na dalich
zvieratach. Inymi slovami, poéty zvierat pri jednotlivych postupoch sii vybraté tak, aby
minimalizovali celkovy poéet postupov nevyhnutnych na dosiahnutie cielov projektu. Hlavnym
dévodom pre nevyhnutné minimédlne polty zvierat je biologickd variabilita odpovedi
aferentnych vlékien a expresie Studovanych génov. Podet zvierat je tieZ maximalne redukovany
logistikou pokusov, tj. pouZitim minimalne mo#nej (jednej) kontrolnej skupiny pre vSetky
skupiny s testovanymi ladtkami. S ohladom na kvalitu %ivota zvierat, ale aj limitované
financovanie a ¢asovii naro¢nost’ postupov v projekte a ich analyza je v naom najlepSom zaujme
vykonat' ¢o najmenej postupov na ziskanie interpretovatelnych vysledkov a pouZit ¢o najmenej
zvierat na ziskanie validovanych déleZitych poznatkov nevyhnutnych pre pochopenie
mechanizmov chordb a vyvoja novych lie¢iv u pacientov s visceralnou bolestou.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zd6vodnenie pouZitia zvierat’a, objasnenie spdsobu
ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykonavania postupu tak, aby sa
dosiahli vedecké ciele projektu)

Metodiky na elektrofyziologické aRT-PCR $tidie u moréata sa vyvijali a vylepSovali
(refinement) v obdobi poslednych viac ako 15 rokov a sii v stilade s najnoviimi poznatkami o
aferentnej neurofyzioldégii a najmodernej$imi celosvetovymi metédami na ich $tidium.

Retrogrddne znacenie paZerdkovych neurénov

V kratkodobej celkovej anestéze (ketamin-xylazin/zoletil) sa za sterilnych podmienok
malym kozZnym rezom (cca 1cm) exponuje paZerdk a retrogradny tracer Dil (0.1%, 2 x 10ul) sa
pomocou mikropipety injikuje do svalovej vrstvy pazerdka. Rana bude Standardne o$etrenj,
zviera sa sleduje a po odzneni anestézy sa premiestni do Centralneho zverinca JLF UK a bude
udrZziavané vo zverinci s najva¢Sou starostlivostou do dvoch tyZdiiov.

Podla protokolu acasového harmonogramu pred pouZitim metodiky extracelularnej
elektrofyziolégie a RT-PCR zvieratd budi usmrtené predivkovani anestetika alebo inhaliciou
CO;z av postupe sa bude d'alej pracovat’ u len s tkanivom.

Polas postupov je zabezpeceny komfort zvierata, minimélna manipulacia, koZny rez je
minimalny, rychle hojenie, takZe zvieratid nie si traumatizované apripadni bolest je len
minimalna.

V8etky aktivity stvisiace s postupmi budeme vykonavat v silade s platnymi zakonmi a
nariadeniami o starostlivosti o zvierat, aby sme zabezpetili huminne zaobchadzanie so
zvieratami, v zaujme odbiiravania stresu zvieratd budd adaptované na personal a laboratérne
podmienky eSte pred samotnym vykondvanim postupov. Metodické postupy, ktoré pouzijeme
pri realizdcii projektu pouZivame dlhodobo avelmi sa osveddili v ramci riefenia
predchadzajicich vedecko-vyskumnych dloh. Vysledky ziskané tymito metédami boli
publikované mnoZstvom prac a prezentované na mnohych odbornych férach nielen doma ale aj
v zahrani¢i. Postupy si pripravené tak, aby sa maximalne vylidil strach, zbytotna bolest a
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utrpenie zvierat aaby boli zvieratd vyuZité humdnne a zodpovedne na ziskanie novych
vedeckych poznatkov prispievajticich k efektivnej farmakoterapii.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: 4no  nie



Priloha é. 2

Netechnické zhrnutie projektu 4 7 5@/,/;,.3;_/[

Nazov projektu:
Zmeny funkcie renalnych buniek v dosledku ich aktivacie spojenej s prijmom nanocastic zlata a oxidu
zeleza.

Klicové slova:
Nanocastice, oblicky, mezangialne bunky, podocyty

Uéel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel projektu:

Cielom projektu je zistenie toxicity zlatych nanodastic a nanodastic oxidu Zeleza na bunkach obligiek.
Predkladany projekt je stc¢astou dlhodobého vyskumu nasho pracoviska, v ktorom sa sleduju uginky
nanodastic na rakovinoveé bunky v ramci novych terapeutickych moznosti liecby rakoviny. '

Prinos projektu:

Popisanie miery internalizacie nanocastic (zlata, oxidu Zeleza) do mezangialnych buniek a podocytov
a definovany stupefi bunkového poSkodenia vyvolany nanogasticami (cytotoxicita, bunkova
morfologia) prinesie Gpine nové poznatky o internalizacii nano€astic u dvoch vyznamnych typov
renalnych buniek, ako aj o porovnani renotoxicity nanoéastic, o je v tejto oblasti este stale velkou
neznamou.

A prave mozZna a zatial stale malo preskimana toxicita vybranych nanocastic predstavuje zakladny
problém aplikacie poznatkov nanomediciny do praxe. Este stdle sa vie velmi malo o $kodlivych
U¢inkoch takychto nanoCastic na nerakovinové bunky a zatial neexistuju testy, ktoré by umoznili
posudit' riziko ich terapeutickej aplikacie. V tomto kontexte nasimi vysledkami prispejeme ku vyplneniu
medzier v pochopeni toxicity vybranych nanoc¢astic a charakterizujeme moZnosti zdravotného rizika
vyvolaného tymito nanogasticami, o je potrebné pre stanovenie ztoho vyplyvajlcich rozhodnuti
ohladne moZnosti aplikacie tychto nanocastic v medicine. Zaroveil nase vysledky prispejl ku snaham
identifikoval’ bezpeCnost' nanomaterialov, ¢o bolo prezentované ako nevyhnutna potreba pre blizku
budtcnost v novembri 2010 v Prahe a nasledne aj v marci 2011 vo Washingtone, kedZe v siGasnosti
je 8iroké spekirum nanomaterialov uz bezne pouzivané.

Zmeny charakteru atym padom aj funkcie dvoch zakladnych typov buniek oblicky, mezangialnych
buniek a podocytov, sl spojené s pociatoénou fazou fibrogenézy v mnohych zapalovych ochoreniach
obliciek. Takéto zmeny vedd ku zvySenej permeabilite obligiek voé&i plazmatickym proteinom, vznikom
nefrotického syndromu a v konetnom ddsledku aj ku zlyhaniu oblic¢iek. Nanocastice posobia rozdielne
na zdravé a nadorové bunky a nas vyskum pomdze odhalit, s akymi potencialnymi rizikami by bola
spojena terapia s vyuzitim nanocastic.

Pocet a druh pouzitych zvierat:
My$ laboratorna 8-10 tyZdniov, samicky aj samce

¢ Kmef 129/5vimJ oboch pohlavi (navrhovany pocget 60 na tri roky rieSenia projektu)



Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Pri izolacii glomeruliek z obli¢iek sa neofakava nepriaznivy vplyv na zdravotny stav zvierat, kedZe sa
jedna o extrakciu obliCiek v hlbokom bezvedomi, z kiorého sa zvieratd uz nepreberu.

Predpokladana drovern krutosti:
Bez mozZnosti zotavenia

Sulad s poziadavkami ,,3R"

Nahradenie:

KedZze neexistuje bunkova linia podocytov, ktora by zachovavala délezité charakteristiky tychto velmi
$pecifickych buniek, jediny spbsob, ako Studovat vlastnosti a bunkové odpovede tychto buniek
priblizujuce sa in vivo situacii je priprava primarnej kulttry podocytov. Prechodom do kultiry stracaju
podocyty svoju vyscko diferencovani (neproliferuju) epitelialnu povahu, ziskavaju ¢&iastocny
mezenchymalny charakter (proliferuju), v désledku €oho prestavaju syntetizovat’ markerové proteiny
(nefrin, podocin, synaptopodin), ktoré hraji vyznamnu ulohu vich bunkove] odpovedi. AvSak
v primarnej kultdre st syntetizované hladiny tychto Specifickych markerov este stale do istej miery
zachované a detekovatelné, a tym je primarna bunkova kultira podocytov povazovana za prijatelny
a zatial jediny in vitro model podocytov. Doteraz vytvorené bunkové linie podocytov nemajl
zachované tieto charakteristiky, a preto nie je opodstainené ich pouZivanie na Studium vilastnosti
tychto buniek.

Obmedzenie:

Pocet zvierat je minimalizovany tak, aby sme ziskali dostatoény pocet glomeruliek na kultivaciu
dostatoéného poctu buniek na experimentalnu pracu a Statistické vyhodnotenie. Kedze s izolovanymi
bunkami budeme pracovat' in vitro, nie je potrebny velky po€et zvierat na extrakciu obli¢iek. Pretoz~
pocty tychto buniek sa dalej daju znasobit pre potreby experimentov metédami in vitro kultivacie.
Priemerna dizka preZitia podocytov v primarnej kultire je jeden mesiac. Priemerné mnoZstvo
izolovanych glomeruliek z jednej my$i (dve oblicky) je 3x10%, ¢o je dost’ malé mnozstvo (glomerulky
predstavuju 1% z objemu oblicky), preto sa robi izolacia z dvoch my&i naraz (Styri oblicky), aby sa
ziskal dostatoény pocet glomeruliek, a tym aj dostatoény podet podocytov na kultivaciu in vitro. Projekt
je naplanovany na 36 mesiacov, a kedZe sa jedna o charakterizaciu toxickych tginkov viacerych typov
nanotastic (koncentratné a ¢asové zavislosti, cytotoxicita, genotoxicita, mechanizmy internalizacie,
zmeny morfologie buniek atd.) je pocet 60 my3i na celé trvanie projekiu adekvatny. Ak ziskame
Statisticky relevantné udaje z mensieho poétu zvierat, nebude potrebné pouzit celkovy planovany
pocet.

Zjemnenie:

Mysi budd drzané v skupinach umoZiujucich prirodzené socialne spravanie so stalym prisunom
potravy a pitnej vody. Prostredie klietok bude obohatené o material umozZiujtci Gkryt a stavbu hniezd.
Mame vypracované postupy, ktoré minimalizuji traumatizaciu zvierat pocas injekénych aplikacii. Na
projekte sa budl podielat len skiiseni pracovnici vySkoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Spéatné posadenie projektu:
Projekt nepodlieha spatnému postideniu
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Netechnické zhrnutie projektu

Nézov projektu:
Vplyv vySky davky imunogénu na hladiny indukovanych protilatok
Podrobny téel postupu:

Pri vyvoji vakcin je dblezité stanovit’ optimalnu davku, ktord by mala vyvolat protektivnu
protilatkova alebo bunkovil imunitnt odpoved’. Z uvedeného ddvodu je vzt'ah ,,dose-response®
déleZitym kritériom pripravy efektivnej vakciny ¢i uz bunkového alebo protilatkového typu.

PredloZeny projekt ma za tlohu testovat’ G¢innost’ réznych dédvok vakciny (imunogénu ) na hladinu
indukovanych protiladtok v podmienkach in vivo. Zvieratam budeme subkutdnne podavat imunogén
(rozne davky —vid’ tabulka ¢&.1,objem  300ul, adjuvantnd latka -Alhydrogel) v mesaénych
intervaloch, s cielom vyvolat’ protiladtkovil imunitni odpoved’. Dva tyZdne po §iestej davke (po
ukonéeni imuniza¢nej schémy), odoberieme zvieratdm krv z oéného splavu a humanne usmrtime.
Celkovy objem odobratej krvi od kazdého zvierata neprekratuje stanovené normy. Pokusy su

navrhnuté¢ v stlade s legislativaymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pracu s
laboratornymi zvieratami.

Opodstatnenost’ pokusu a poufitie zvierat v pokuse

Prestudovali sme vietky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoznili v danom experimente
nahradit’ zvieratd za iny biologicky testovaci systém. Na selekciu optiméalnej davky vakciny je vSak
nevyhnutné pouZit’ imunitny systém cicavcov. Na tento typ experimentov sa najéastejsie pouzivaju
malé laboratorne hlodavce, hlavne mysi a potkany. Ked'Ze tieto dva Zivocisne druhy moézu odlisne
reagovat’ na testovanu davku, pouZijeme oba spominané druhy zvierat. VzhI'adom na skuto¢nost’, ze
v sucasnosti nie je dovolené imunogénnost’ vakcin (tj. stanovenie hladin protilatok indukovanych

vakcinou) skumat’ na Pud’och bez predchadzajuceho otestovania na zvieratach, je pouZitie zvierat
nevyhnutné.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu

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

Kratkodoba fixacia Standardna metdda. Kratkodoby mierny stres spésobeny manipulaciou

a subkutanna injekcia a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 0.5 - 1 minutu.

(1x za mesiac)

Odber krvi Standardna metoda. Zviera sa fixuje za koZnt riasu na krku. Poda sa

(retroorbitalny plexus) poloviéna davka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihu ako je zviera
sedované sa sklenena kapilara jemne zasunie pod oéni gulu a
kraZzivym pohybom sa mierne naruSi retroorbitalny plexus.
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou a obmedzenim
pohybu. Bolest’ strednd. Trvanie 1 minutu.
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ZohYadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipulécii so zvieratami sa budu dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat
humanne a nebude sa im vyvijal' prebytotny stres. Zvieratd su chované v podmienkach
vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukcia:

Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$iej moZnej miere a zaroveti zabezpe&ujici
Statisticki relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Stanoveny pocet zvierat sa opiera o nase
predchadzajtice experimenty. Ukazalo sa, Ze podet zvierat v skupine mensi ako 10 nie je dostato&ne
Statisticky relevantny, ked’Ze aj u zvierat sa vyskytuje ur&ita miera variability.

Nahradenie:

Stcasna uroveti vedeckého poznania neumoZiiuje testovat’ imunogénnost’ vakeiny (tj. stanovenie
hladin protilatok indukovanych vakcinou) v in vitro podmienkach. Z legislativneho hl'adiska nie je

mozné dany experiment Vykonavat priamo na Iud’och, bez predchddzajuceho otestovania na
laboratérnych zvieratach.

Zvierata nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu ani kumulativnemu ti¢inku.

Projekt nevyZaduje spitné postdenie (podFa Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebud vystavené utrpeniu. Zvieratd dostivajii nizke davky
netoxickej monoepitopovej vakciny, ktoré nespdsobuju Ziadnu nebezpednii imunitni odpoved,
ktord by viedla k poSkodeniu organizmu. Subkutédnna aplikdcia vakeciny trvd niekolko sekind.
Odber krvi sa vykonava sa na sedovanych zvieratach. Po odbere budd zvieratd humanne usmrtené.
Ziskané informécie z predkladaného experimentu vyznamne napomdZu pri vyvoji efektivne;
vakciny zameranej na lie¢bu udskych neurodegeneraénych ochoreni.

Zatiatok pokusu je planovany na na 1.5.2015 abude sa realizovat’ v priebehu necelych dvoch
rokoch, do 31.12.2016.

Zvierata nebudu vystavené opétovnému pouZitiu.

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



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
Niazov projektu:

Postkondicionovanie ako mozny spésob ochrany neurénov v ischemizovanej mieche: §tidium
mechanizmov vyprovokovanej ischemickej tolerancie

Cislo konania rozhodnutia o schysleni projektu: AS [T =2 4 /

Khicové slovd v projekie (max 5 slov): ischémia, kralik, postkondicionovanie, bradykinin,
noradrenalin

Ukel projel(tu$:

Zékladny 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 Pudi alebo zvierat
Ochrana druhov
VysokoSkolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolénif geneticky zmenenych zvierat bez ich dalieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny el projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:
(napr. nie si eSte vysledky ztakéhoto vyskumu, nutnost Jjeho vykonania z hladiska
vedy, z klinického hladiska)

Navrhovany projekt bude zamerany na rieenie moZnosti efektivneho spolupbsobenia
mechanizmov ischemickej tolerancie a farmakologického ovplyvnenia tychto procesov
(jednorazové postkondicionovanie bradykininom alebo noradrenalinom). Vplyv ischémie sa v
zévislosti od dizky jej trvania nemusi prejavit’ vébec, mdze vyvolat” vznik ischemickej
tolerancie, alebo pri dlh§om trvani zapri¢ini apoptoze podobntt smut’ aZ nekrdzu neurdnov. Je
dilezit¢ poznat' moZnosti ako pri dlhdich Casovych intervaloch ischémie moZeme
farmakologicky ovplyvnit jej uginky tak, aby sa &o najmenSie mnoZstvo buniek ocitlo v
pasme nekrozy a zaroveil aby nedodlo k zniZeniu schopnosti buniek vytvorit' si vlastnd
toleranciu.

Zakladnym parametrom na 3tidium tolerancie bude sledovanie vyskytu a pocetnosti
degenerovanych neurénov v sivej hmote miechy pomocou Fluoro Jade B po 20 mintitovej
ischémii a ndslednom farmakologickom postkondicionovani (1, 6, 12 alebo 24 hod).

U prezivajucich neur6nov budeme hodnotit’ aktivitu latok podielajucich sa na reparaénych
procesoch v bunkach, ako je ubikvitin alebo HSP-72 a pritomnost’ enzymov oxidaéného
stresu. Funkénost’ neurénov vyhodnotime v koreldcii s neurologickym statusom zvierat.

Cielom predkladaného experimentdlneho projektu je (1) stanovenie optimalneho &asu
aplikdcie postkondicionovania za uelom neuroprotekcie a (2) odhalenie mechanizmov
ochrany neur6nov po ischémii a néslednom postkondicionovani (sledovanie antioxida¢nych
enzymov: SOD, kataldza, heat- shock proteinov, apoptotickych markerov).



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

Ischemické poskodenie miechy prejavujuce sa paraplégiou kondatin, je <&astou
komplikdciou po operacidch na hrudnej a brusnej aorte u &loveka. Incidencia paraplégie sa po
tychto operdciach pohybuje v rozmedzi 5 - 40%. V snahe predist’ devastujucemu Géinku
ischémie/reperfuzie, vyuZivaju sa rozne experimentdlne a klinické modely na ochranu
nervovych buniek v mieche.

Vzhl'adom na to, e sa v naSich predoslych experimentoch potvrdil priaznivy G&inok
farmakologického prekondicionovania pred 20 minttovou ischémiou a naslednou reperfiziou
(zvySenie poétu prezivajicich motoneurénov, ale hlavne zachovanie ich funkénosti), chceme
si overit’ aj Gginok opatného usporiadania kondicionovania, ¢o bude mat’ vasy vyznam pre
aplikaciu do klinickej praxe. Ak sa zisti vhodné terapeutické okno pre &asovi aplikdciu
druhého stresu v mieche, mdze to prispiet’ k moZnosti spravneho nadasovania aplikacie aj
inych, menej agresivnych stresorov. Poznatky ziskané skdmanim molekulovych
mechanizmov ischemickej tolerancie méZu sluzit ako biochemické markery ischemickej
tolerancie u Pudi s cievnymi prihodami.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbe?né pocty:

kralik domadci, novozélandsky biely, dospelé samce, 205 kusov (na 3 roky trvania
experimentu)

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

Pocas celého postupu bude monitorovany zdravotny stav zvierat, ischémia miechy bude
vykonand v celkovej anestéze, analgetikd na zniZenie bolestivosti budi podédvané v dase
operdcie a po celé obdobie preZivania (3 dni) podla potreby. Pre zabranenie moznej infekcie
po operaénom zdsahu budt zvieratdm preventivne podavané antibiotik4.

Predpokladans droven krutosti;
Strednd (2 stupeil) — jednorazovy chirurgicky zésah vykonany v celkovej anestézii
Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:
(Zdovodnenie pouzitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemédze pouzit’ alternativia
metoda bez pouZitia zvierat)

Vybrané stavy vyskytujice sa v klinickej medicine nie mo#né inak, ako s pouZitim
experimentalnych zvierat verifikovat. Medzi takéto stavy patri aj akitne ischemicko
reperfiizne poskodnie tekného &reva. Tento experimentalny model sa snaZi do urgitej miery
simulovat’ zmeny, ktoré prebiehaju v tenkom &reve néasledkom jeho poskodenia. V stdastnosti
nie je moZné tento model inak verifikovat iba v experimentdlnom modeli. Iné alternativne
modely (bunkové kultiiry) nie st vhodné, pretoZe nesimuluju priamo stav akymi prebiehaju
jednotlivé mechanizmy v Zivom organizme. Preto je pouZitie experimentilnych zvierat
nevyhnutné na opisanie novych mechanizmov vzniku ischemicke] tolerancie neurénov



vyprovokovanej farmakologickym stresom aplikovanom po 20 mindtovej ischémii v mieche
kralika.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zdbvodnenie pouzitia urdéeného poctu zvierat. akym spésobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouzil minimdlny mozny pocet zvierat)

Z hladiska experimentdlneho vyskumu je nutné zabezpeCit’ dostatoény podet
experimentéalnych zvierat so snahou o redukciu chyb v priebehu spracovania vysledkov, ako
a] na zabezpelenie Statisticky spracovatelnych Udajov. V naSom experimente skiimame
histopatologické zmeny v sivej hmote miechy po ischémii a postkondicionovani (7 ks zvierat
vramei kazdej skupiny), kde odobraty, zafixovany material bude spracovany pre ucely
svetelnej mikroskopie. Ciefom né4sho projektu je aj odhalenie moznych mechanizmov Gginku
postkondicionovania. Zameriame sa na sledovanie aktivity endogénnych antioxidaénych
enzymov, ktoré je mozné dokazat’ len z derstvo odobratého materidlu hned’ po ukonceni doby
reperfuzie (10 kusov zvierat vramci kaZdej skupiny). Redukcia poétu zvierat bola
uskutonend uZ pri vytvoreni podtu zvierat v skupinach. V rdmci kazdej skupiny (histolo gicky
a biochemicky spracovanych) spolu ziskame Statisticky vyznamny subor 17 ks zvierat aj pre
vyhodnotenie funké&nosti panvovych kon&atin po ischémii a postkondicionovani.

3. Zjemnenie:

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

Vyber druhu laboratorneho zvierata sa opiera o mnohé vedecké prace z odboru
experimentédlnej chirurgie, ktory detailne aplikuje poznatky o rozvoji a patogenéze zmien
prebiehajtcich pri jednotlivych chorobnych stavoch. Simulacia stavov z klinickej mediciny do
experimentalnych podmienok umoZiiuje skiimanie protektivnych postupov aich zavadzanie
do praxe a tieZ hl'adanie moZnych mechanizmov na zlep3enie stavu.

Vpostupe bude pouzity kralik doméci, ktory ma metamérne usporiadanie ciev
odstupujicich z aorty, ¢o zaruduje vznik takmer Gplnej ischémie miechy. Iné alternativne
modely (bunkové kultiry) nie su vhodné, pretoZe nesimuluji priamo stav ako v Zivom
organizme.

Redukcia stresu, utrpenia a bolesti u pokusnych kralikov bude zabezpecena na podklade
aplikécie anestetik a analgetik v predopera¢nom, operaénom ako aj v poopera¢nom obdobi,
aby bol €o v najvysSej miere redukovany stres a utrpenie zvierat. Zvieratdm budu preventivne
aplikované antibiotikd. Zvieratd budd pod kontrolou veterindrneho lekéra pocas celého
postupu.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: dno  nie



