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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: 134 37/ 1v-224

Toxikologicka §tudia lyofilizovanych tabliet — hodnotenie nového humanneho pripravku
A: Akutna toxicita

B: Toxicita po opakovanom podani

C: Zakladna skaska na reprodukéni toxicitu

Ugel projektu: zakladny vyskum

Ciel’ projektu postupu, predpokladana ujma a prinosy:

Specificka alergénové imunoterapia je jedinou ti¢innou kauzalnou lie¢bou, ktord moZe zmenit’
prirodzeny priebeh alergickych ochoreni anavodit’ vznik alergén-Specifické imunologické
tolerancie udeti a dospelych. Tolerancia je dosiahnutd ovplyvnenim funkcie alergén-
Specifickych pamitovych buniek T a B lymfocytov. Supresiou aktivity Th2 buniek sa znizuje
produkcia protizapalovych cytokinov IL-4, IL-5, IL-13, je potladend diferencidcia, preZivanie
a aktivacia zimych buniek, eozinofilov abazofilov, je idukovana produkcia IgG4
a suprimovand produkcia IgE protilatok. Hlavni ulohu v potlaceni alergickej reakcie
zohravaji T regulaéné bunky. Specifickd alergénovd imunoterapa je vysoko 0&inna
u protilatkami IgE mediovanych ochoreni, ako je alergickd rinokonjunktivitida, alergickd
astma a u pacientov so systémovou anafylaktickou reakciou na osi a veli jed. V stiCasne;j
klinickej praxi sa pouziva podkoZné a sublinguédlna aplikdcia. Podanie alergénu moze byt
spojované s lokdlnymi a niekedy i systémovymi alergickymi reakciami. Vyvoj alergénovych
tabliet pre sublingudlnu aplikdciu otvoril novi epochu pohodlnejSej a bezpetnejSej formy
imunoterapie, predovSetkym u deti.

Sublingudlna alergénovd imunoterapia pdsobi cestou slizni¢ného lymfatického systému.
Vznikd pri tom fyziologicky mechanizmus ordlnej tolerancie voc&i rdznym antigénom
vonkajsieho prostredia.

Jednym =z takychto pripravkov je H-AL Phleum pratense sublingual tablets vyrdbany
firmou SevaPharma, CZ. H-AL Phleum pratense sublingual tablets je tvoreny extraktom
prislugného druhu alergénu obsahujuci 50 objemovych percent glycerolu. V skupine pelovych

alergénov st odstranené Gastice o molekulovej hmotnosti mensej ako 5000 daltonov.
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Ciel'om projektu je overenie farmakologickej spdsobilosti pripravenych lyofilizovanych
tabliet z hladiska bezpetnosti aneskodnosti na zvieracich modeloch; overenie akutne;
toxicity, toxicity po opakovanom podani a reproduké&nej toxicity.

Pocas postupu a poCas poddvania latok sa zabezpedi jemné zaobchddzanie a manipuldcia so
zvieratami. Zvieratd budi mat’ §tandardné umiestnenie, potravu a starostlivost. Kralikom a
mysiam sa pocas postupu bude odoberat’ biologicky materidl (odber krvi v priebehu a po
ukonceni postupu). Po ukondeni postupu budt vietky zvieratd usmrtené podla NV &.
377/2012, § 5, Priloha €.2, Kraliky usnucujeme nadmernou dévkou anestetik - Zoletil (podava
zmluvny veterindrny lekér) andsledne ndraz/tder do hlavy (vykona zmluvny veterindrny
lekar), najcastej$im spésobom humdnneho usmrtenia kralikov je prudky tder tupym
predmetom do zatylku zvierata, kralik sa drzi za koZnu riasu na chrbte; my$i sa usmreuju

dislokéciou kr&nych stavcov alebo pouzitim oxidu uhli¢itého. Plyn sa vptista postupne.

Prinosy z vykonaného projektu:

Poznatky ziskané rieSenim projektu prispievaju k overeniu moZnej toxicity lyofilizovanych
tabliet pre pouZitie pre Specifickl alergénovii imunoterapiu u deti aj dospelych pri liebe
alergickej rinokonjunktivitidy, alergickej astmy a u pacientov so systémovou anafylaktickou
reakciou na osf a véeli jed.

Specificka alergénové imunoterapia je doteraz jedind kauzalna liegba, ktord vedie k dlhodobo
pretrvavajicej tolerancii voéi alergénom vzniknutych na zéklade normalizécie imunitnej

odpovede organizmu.

Predpokladani ujma na pouZité zvierata v ramei vykonaného postupu:

V projekte budeme poddvat’ lyofilizované tablety ordlnou sondou priamo do Zaltdka.
MobZeme predpokladat’ poranenie hltanu alebo paZerdka pri aplikécii liegiva oralnou sondou.
Dalsie nepriaznivé GCinky mdZu byt zapal Zaludka, opuch steny Zalidka, nechutenstvo,

apatia, ubytok na hmotnosti, pripadne hnacka.
Predpokladana drovei krutosti: strednd aZ kruta

Pocet a druh pokusnych zvierat

A: Mys laboratérna, outbredna/inbrednd, ICR/Balb/c, samice, 9 ks/1 Sarza
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B: Mys laboratdrna, outbredna/inbredna, ICR/Balb/c, samec, samica, 40 ks/1 $arza
Kralik doméci, HILL, samec, samica, 10 ks/1 $arza

C: Mys laboratorna, outbrednd/inbrednd, ICR/Balb/c, samec, samica, 40 ks /1 arza

Preukazanie stiladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanoveny pofet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatoéného
poctu vzoriek pre validné Statistické vyhodnotenie vysledkov po peroralnom podani
sublingudlnej tablety obsahujticej alergény. Nie je mozZné nahradit’ postup na zvieratdch in
vitro testami na bunkovych linidch. So zvieratami budt zaobchidzat zaskolend osoby s

praktickymi skuisenost’ami.
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PRILOHAC. 2

Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu:
Vplyv dlhodobého uZivania vitaminovych pripravkov na centralny nervovy systém

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 1/0772/15 ~— //44\%/ A 22 4

KIiéové slova v projekte ( max 5 slov):
lipofilné vitaminy, centralny nervovy systém, Juvenilny organizmu

Ukel projektu”: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 7. Z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie kolonif geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alsieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny el projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

(napr. nie st edte vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost’ jeho vykonania z hladiska vedy

» 2 klinického hladiska)

V poslednom obdobi vyrazne vzrasté trend uzivania réznych

multivitaminovych pripravkov det'mi, u ktorych este pomerne intenzivne prebieha vyvin

a dozrievanie

centralneho nervového systému. Odbornici &oraz CastejSie zaznamenavaju vyskyt roznych
porich spravania a rozvoj psychickych ochoreni u detského pacienta .Ciefom projektu bude
zistit’ &i

uZivanie vitaminovych pripravkov zdravymi jedincami moze byt jednym z faktorov, ktoré
prispievaju k rozvoju

psychickych ochoreni a behavioralnych portich u deti. Stidastou vyskumu bude detekcia
moznych zmien vitruktirach limbického systému, ktoré sa vyraznou mierou podielaji na
riadenti sprévania jedinca.

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

ZvySeny vyskyt roznych psychickych ochoreni u detf vedie odbornikov k tomu, aby hl'adali
priiny ich vzniku.Vysokou mierou je za ich vznik zodpovedna genetika, ale aj mnohé
environmentalne faktory méozu prispievat’ k



ich rozvoju, resp. k zhor§eniu stavy. Nami navrhovany projekt prispeje k objasneniu & jednou
Z pri¢in vzniku

poruch spravania u deti by mohlo byt’ nadmerné uzivanie vitaminovych doplnkov. Podl'a
nasej hypotézy, diet’a,ktoré sa zdravo stravuje nepotrebuje si dopliiat vitaminy
prostrednictvom multivitaminovych pripravkov. Doteraz

uz boli popisané rozne ochorenia a poskodenia zdravotného stavu po nadmernom uzivani
vitaminov. Otazkou

viak zostdva, o sa stane s detskym organizmom, ked’ sa v tele nahromadi viac druhov
lipofilnych vitaminov,resp. aky to ma dopad na funkcie jednotlivych mozgovych Struktir.
Predkladany projekt pomoZe objasnit’ tieto

nejasnosti a poukdZe na moZné rizika spojené s uzivanim vyzivovych doplnkov, obzvl4st u
detského jedinca.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

Ako experimentalne zvieratd pouZijeme potkany kmeila Wistar vo veku 3 tyZdiov (21-
driove). Celkovy podet zvierat na celd dobu riefenia bude 200 samic a 200 samcov.

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

Z hladiska bolestivosti predpokladédme minimalny nepriaznivy vplyv na zvierata. Ked’se
vitaminy budii zvieratdm podavané per os, nebude to pre nich predstavovat neprijemny, resp.
bolestivy zasah. TaktieZ behaviordlne testovanie nema negativny vplyv na zvierata. Podas
celého experimentu budd zvieratd chované v Standardnych podmienkach, v pravidelnych
intervaloch budu podstupovat’ handling, bude sa o nich starat’ a s nimi manipulovat’ odborne
vySkoleny persond’ o 7 . Zvieratdm bude
poskytovand v8eobecn4 veterindrna starostlivost’, V pripade zhor$enia zdravotného stavu
zvierat poéas experimentu, buda choré zvieratd z pokusu vyradené a humanne usmrtené
podanim vysokej davky anestetika. Jedinym invazivnym zdkrokom na zvieratdch bude
transkardidlna perfizia, ktord sa bude realizovat’ na konci kazdej fazy experimentu. T4 viak
bude uskutoénena zvieratam v celkovej anestéze po podani chloralhydratu.

Predpokladana iroven krutosti:

Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznaéit’ ako
»DEZ MOZnosti zotavenia®,

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie preco sa nemdZe pouZit’ alternativna
metdda bez pouzitia zvierat)

Utel experimentu vyZaduje pouZitie Zivého zvierata. Laborat6rny potkan je najoptimélnej$im
modelom na experimenty takéhoto charakteru. V pokuse sa budii popisovat’ mikroskopické



zmeny nervoveho a srdcového tkaniva a prave nervovy systém je dokonale vyvinuty len
u cicavcov.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia urdeného pottu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouzil minimdlny moZny polet zvierat)

2

VySSie uvedeny podet zvierat bol stanoveny s ohl'adom na neskorsie spracovanie vysledkov
Statistickymi metédami. Viégina zvierat bude pouZita viackrat (najprv za idelom
behaviordlneho testovania, neskdr na odobratie vzoriek nervoveho, srdcového tkaniva a krvi).

3. Zjemnenie:

Na zvieratdch sa po&as priebehu experimentov nebudd uskuto&iiovat invazivne zékroky,
nebud trpiet’, ani pocitovat’ bolest, resp. diskomfort. Budi chované v Standardnych
podmienkach s obohatenym prostredim a v pravidelnych intervaloch budd podstupovart’
handling. Bude im poskytovana vieobecné veterindrna starostlivost’. Az v zévere
experimentov bude na nich v celkovej anestéze vykonand transkardidlna perfiizia.

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

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu:  4no nie
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Vyskum novych liekovych foriem pripravkoyv izolovanych
z 'udskej plazmy na kralikoch.

Ukel projektu
Aplikovany vyskum

Ciel’

Farmakokinetické experimenty - explorativne farmakokinetické (PK) - na kralikoch
poskytnu vysledky o PK novych resp. inovovanych produktov ako napr. al-Antotrypsin,
rFVII ai.. Ked’ze okrem novych pripravkov, ide aj o vyvoj novych liekovych foriem
bude potrebné testovat’ viac formulacii pre kazdy jednotlivy produkt.

Testovaci systém

Experimenty budd vykonané na kralikoch samcoch, (hybrid NZB) CVZV Nitra, Cislo
schvalenia: SK. CH 29 004, hmotnosti 3,0 — 40 kg. Zvieratd budu pocas pokusu ustajnené
individudlne v oznadenych kovovych, §tandardné peletovand strava a pitnd voda ad
libitum. Po¢as experimentu budi mat’ zvierata riadeny svetelny rezim - svetlo/tma -12/12
Klimatické podmienky v chovnych priestoroch — teplota 20 + 3 C a rel. vihkost vzduchu
45-65% sti riadené klimatiza¢nou jednotkou .

Karanténa zvierat — minimdlne 7dni .

Starostlivost’ o zvierata pocas ustajnenia a pokusu sa bude riadit platnymi $tandardnymi
postupmi Odd. exp. zverinca pre dany druh laboratérneho zvierata a Nariadenim vlady
¢.377/2012.

Experimentilny postup

Experiment za¢ina rozdelenim zvierat do skupin ( 3 zvierata na kazdu testovana latku).
Zvieratam bude latka podand jednorazovo s.c. alebo i.v. Vzorky krvi budi odobrané
z marginalnych usnych vén v objeme priblizne 3ml 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 24, 32, 48, 72, 96
a120hod po aplikdcii. Pred kazdym odberom a po odbere bude miesto vpichu
dezinfikované. Odbery budi vykonané bez anestezy, pre mozni interferenciu testovane;
latky s anestetikom. » ‘

Po poslednom odbere sa zvieratd humanne utratia tderom do hlavy.

1. Relevantnost’ a oddvodnenie pouzitia zvierat:

Predklinicky vyvoj novych produktov ziskanych frakciondciou a izolaciou z ludske;
plazmy vratane rekombinantnych krvnych faktorov. Experimenty realizované

v spolupraci s firmou Octapharma, svetovy producent lickov pripravovanych izolaciou

z Pudskej plazmy.

Experimenty - explorativne PK $tudie na kralikoch ( skupiny po troch kréalikoch, odbery
do 12 odberov ) maju poskytnut’ vysledky o PK novych resp. inovovanych produktov ako
napr. al-Antotrypsin, tFVIII a i.. Ked'Ze ide o vyvoj novych liekovych foriem bude



potrebné testovat’ viac formulacii pre kazdy jednotlivy produkt. Pocet kralikov bude - 3
na produkt skupinu.

2. Moznost’ nahrady testami in vitro:
Test na zvieratich sa nedd nahradit alternativnymi metddami in vitro, z dévodu potreby
reakcie Zivého organizmu na podanie latok ako aj systémové pdsobenie.

V tomto zmysle sme preskumali databazy:

ECVAM

http://ecvam.jrc.it

ICCVAM

http://iccvam.niehs.nih.com

FRAME

http://www.frame.org.uk

NC3R?

Www.ne3rs.org. uk

AltTox.org: Non-animal Methods for Toxicity Testing
Po preskiimani databdz sme nenagli zodpovedajiicu alternativnu metédu.

3. Plinované pouzitie anestézie, analgézie
V pokusoch nebudu pouzité postupy vyZadujice analgézu alebo anestézu.

4. Klasifikicia krutosti jednotlivych postupov
Metéda patri medzi slabo kruté. Hodnotenie jednotlivych
postupov je uvedené v tabulke.

Zaradenie

Charakteristika postupu Vplyv na zviera podla
i krutosti
Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres slaba
Kratka fixdcia pri aplikdcii 2 — 3 min. Kratkodoby mierny slaba

stres

Opakované odbery vzoriek Obmedzenie na 3-5 min stredna
krvi
Usmrtenie uderom do hlavy Kratka fixacia slaba
Celkové hodnotenie krutosti $tadie stredna

5. Preukdzanie suladu s poziadavkami nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Posudenie pokusu z hl'adiska 3R

o Refinement — vzhl'adom na to, Ze v pokuse nebudt vykonané Ziadne bolestivé
zakroky, nie je potrebné pouzit latky zmiernujtce bolest’

o Reduction — poéty zvierat v pokuse st primerané, redukované v maximalne;
miere; ich d’alsie zniZenie by mohlo ovplyvnit’ reprodukovatelnost’ a validitu pokusu

Replacement — po preskimani databsz ECVAM (http://ecvam.jre.it), ICCVAM
(http://iccvam.niehs.nih.com) a FRAME (http://www.frame.org.uk) sme nenasli
zodpovedajtcu alternativnu metddu




6. Podmienky umiestnenia a starostlivost’ 0 zvierata

Zvieratd budu podas pokusu ustajnené individudlne v oznacenych klietkach, §tandardng
peletovand strava a pitna voda ad libitum. Pogas experimentu budd mat’ zvieratd riadeny
svetelny reZim - svetlo/tma -12/12 .

Klimatické podmienky v chovnych priestoroch — teplota 20 + 3 °C a rel. vihkost vzduchu
45-65% st riadené klimatiza¢nou Jjednotkou .

Karanténa zvierat — minimalne 7dni .

Starostlivost’ o zvieratd pocas ustajnenia a pokusu sa bude riadit’ platnymi $tandardnymi
postupmi Odd. exp. zverinca pre dany druh laboratérneho zvierata a Nariadenim vlady
¢.377/2012.

7. Usmrtenie a pouZitie rezervnych zvierat v d’alsej $tadii
V3etky $tidie budu ukondené usmrtenim zvierat iderom do hlavy.

8. Spdsobilost’ 0sdb, ktoré sa zicastiiuji na rieSeni §tadie (projektu)

VSetci pracovnici maji dlhodobu prax (véacSina znich viac ako 20 rokov) v praci
s laboratérnymi zvieratami v kratkodobych aj dlhodobych $tudidch vritane oSetrujticeho
persondlu. V rdmeci internych $koleni Spravnej laboratémej praxe boli oboznameni aj
s etickymi principmi pokusov na zvieratich.

9. Projekt bude podliehat’ opitovnému schval’ovaniu: nie



Netechnické zhrnutie projektu: 4@0159/47 ~22/]

Néazov projektu: Ucinok nanoenkapsulovaného simvastatinu na kardiovaskularny systém pri
experimentalnom metabolickom syndréme (NANOSIMKA)

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: (registragneé &islo projektu)

Kracové slova v projekte ( max 5 slov):
koenzym Q10, simvastatin, nanoenkapsulacia, PCSK9

Uéel projektu: Zakiadny vyskum

Opisat’ ciele projektu:

Ciefom projektu je preskamat vplyv  nanoenkapsulovaného simvastatiny sucéasne
s koenzymom Q10 pri metabolickom syndrdme  a hypertenzii, zvysit  biodostupnost
simvastatinu v peéeni, znizit tak jeho dennu davku, zabranit znizeniu hladiny CoQ10 a
blokovat' aktivaciu PCSK9. Pokial je ndm zname, experimentalne a klinické Stadie doteraz
neanalyzovali u¢inky st¢asného podavania nanoenkapsulovaného simvastatinu a koenzymu
Q10.

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

Zvysenie liporoteinov s nizkou denzitou (LDL-C) je spojené so zvySenym rizikom
kardiovaskularnych ochoreni. Statiny s nosnym kameriom lipidovej terapie na znizenie
LDL-C pocas poslednych dvoch dekad. Napriek ich klinickej G&innosti u Vacsiny pacientov
vSak existuje stale vysoké riziko vzniku inicalnej, alebo rekurentnej aterosklerotickej choroby.
Vzhladom na neZiaduce ucinky statinov, signifikantné mnozstvo pacientov netoleruje statiny
Vv Ziadnej davke, pripadne ug&innt davku. Z tychto dévodov sa v st&astnosti vyvijaju nové
terapeutické latky ako antisenzné nukleotidy proti apolipoproteinu B, inhibitory prorotein
konvertazy subtilisin/hexin typ 9 (PCSK9) a inhibitory mikrozomalnych transfer-proteinov
triglyceridov. Z tychto dévodov je zrejmé, Ze podavanie statinov pacientom je na jednej
strane prinosné, av§ak vyskyt vedlaj$ich uginkov je pomerne Casty. Originalita projektu preto
spociva v podstatnom zniZeni neziaducich uéinkov  simvastatinu vratane zvysenej
biodostupnosti, cieleného transportu, obmedzenia poklesu hladiny koenzymu Q10,
Zamedzenia narastu LDL-C a zvySenia antioxidaénej kapacity tkaniva. Predpokiadame, ze
ZniZenie neZiaducich G&inkov zabezpedi nanoenkapsulacia simvastatinu v 8pecialnom
polyméry st¢asne s koenzymom Q10 resp. inhibitorom PCSK9.

PoutZitie enkapsulovanych liegiv v nanocasticiach umoZriuje zvysenie koncentracie liediva v
cielovej oblasti, prienik liegiv do bunky a zniZenie toxicity prostrednictvom znizenia
koncentracie v necielovych tkanivach. Zaroven sa vyrazne zvysuje biodostupnost zle
rozpustnych  substancii, pripadne  substancii, ktoré podliehaji  degradacii v
gastrointestinalnom trakte. Je mozné dosiahnut prolongované uvolfiovanie substancii z
nanocastic v ciefovom tkanive, pripadne aj frakcionované uvolfiovanie viacerych lieéiv. Tieto
vlastnosti umozZfiuju pouzit nano&astice ako selektivny nosi¢ pre mnohé lietivé latky s nizkou



biodostupnostou. vV poslednej dobe boli publikované prace, ktoré dokazali, ze enkapsulacia
statinov umoziuje zvysit ich biodostupnost a tym vyznamne zniZit' aplikovant déavkuy.

Schopnost posundt hranice poznania nasho projektu spo€iva prave v priprave, testovani a
aplikacii kombinacie nanoenkapsulovaného simvastatinu s latkami, o ktorych je zname, Ze
Zni2uju neziaduce téinky statinov (koenzym Q10, inhibitor PCSK9 a vyuZitie polymeéru s
antioxidaénymi vlastnostami). Pokial nanoenkapsulacia zapezpeéi znizenie degradability,
zvySenie biodostupnosti a teda efektivity lie€by, bude mozne vyuzit' na terapiu vyznamne
nizsie davky liediva. Je zname, Ze st¢asné podavanie statinoy a koenzymu Q10 viedlo k
zniZeniu vyskytu myopatie u lieCenych pacientov v randomizovanej §tidii a o 75%. Stcéasné
podavanie koenzymu Q10 v enkapsulovanej forme, a najmé vyuzitie polyméru s
antioxidaénimi vlastnostami na enkapsulaciu by mohlo este viac znisit vyskyt neZiaducich
ucinkov. Inhibitory PCSK9 st v st¢asnosti pokladané za nadejné liediva portich lipidového
metabolizmu a v stéasnosti prebieha faza Iil. ich klinického testovania. V sugasnosti nie st
Zname moznosti a potenciaine prinosy ich aplikacie v spojeni s nanonositom.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
Potkan laboratérny (Rattus norvegicus) linia ZUCKER-Lepr®/Lepr® 72 ks

Potkan laboratérny (Rattus norvegicus) linia ZUCKER-Lepr®/Lepr lean 6 ks

Potkan laboratérny (Rattus norvegicus) linia WKY 72 ks

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

Nepredpokladame nepriaznivy vplyv na zvierata.

Predpokladana droven krutosti: slabs krutost

Uplatriovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Vedeckym odévodnenim pouZitia zvierat na experiment je, 2e su to zijuce organizmy
poskytujuce interaktivny a dynamicky systém, s ktorym sa da manipulovat za uéelom
Zistenia mechanizmu normalnych funkcii ako aj mechanizmu pri réznych patologickych
ochoreniach. Vysledkom ie lepsie pochopenie Zivého organizmu a tak poznatky mézu byt
Ciastoéne zovéeobecnené na iné druhy, vratane &loveka, smerujuc k vyvoju G&innych terapii
a lepsej metodickej diagnostike v skorych $tadiach ochorenia. Zvieracie modely su zvy&ajne
vo vsetkych oblastiach biomedicinskeho vyskumu a vyrazne sa podiefaji na lekarskom
VYVOji.



Pre sledovanie nami vytyéenych ciefov nie je mozné pouzit' poéitadovy model zvierata a
najvhodnej$im modelom je laboratorny potkan. V projekte sme zvolili normotenzivny kmen
potkanov Wistar Kyoto a liniu ZUCKER-Lepr®/Lepr®.a ZUCKER-Lepr®/Lepr® lean.

2. Redukcia poétu zvierat:

v

V planovanom experimente Je zabezpedeny &o najnizsi pocet experimentalnych zvierat tak,
aby bol experiment Statisticky vyhodnotitelny a zavery vieobecne prijatelné.

Po humannom usmrteni zvierat sa odoberie maximalne mnoZstvo vzoriek na sledovanie
fyziologickych, biochemickych a morfologickych parametrov. Je zabezpeéena spolupraca
medzi laboratériami (ako v ramci  ikajs inymi laboratériami), aby sa v ramci

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

3. Zjemnenie:

Zvieratd bud( chované v modernom, oficidlne schvalenom zariadeni s maximalnym
komfortom. Budd pod stalou kontrolou zmluvného veterinarneho lekara. Osoby, ktoré budu
manipulovat' so zvieratami maju viacroéné skuisenosti.

Zvierata budi usmrtené dekapitaciou.

Projekt bude podliehat’ opédtovnému schvafovaniu: nie



Priloha & 5

Nazov projektu: Perspektivy pouZitia ventilitora AURA V (Chirana, SR) v lie¢be
experimentalnych modelov respiraéného zlyhavania novorodencov

Netechnické zhrnutie projektu - A oF 6/4\"'22 /76

a) Informaicie o ciel’och projektu:

Cielom projektu je zistit,, & novo vyvinuty ventilator AURA V od slovenského vyrobcu
Chirana (Stard Turd) zabezpedi porovnatelnii vymenu dychacich plynov a hodnoty
respira¢nych parametrov ako ‘v stiéasnosti jeden z najéastej$ie pouzivanych ventilatorov
na Slovensku SLE5000 (SLE Limited, UK). Zaroveii je na$im cielom overit’ hypotézu,
Ze kombinovand ventilacia HFO+CMV (ktora je jednou z moznosti SLE5000) resp. bi-
level ventilacia (ktord je jednou z moZnosti ventilatora AURA V) mozu byt vhodnymi
alternativami klasickej nizko-objemovej konvenénej mechanickej ventildcie (SV-CMV)
resp. vysokofrekvenénej oscilaénej ventilacie (HFO), ato predovsetkym pri zavaznych
forméach RDS/ARDS alebo MAS u novorodencov. Tretim cielom je overit’ hypotézu, ze
inpulzny  aexpulzny efekt ventil4cie, ktory bol v minulosti dokézany pri
vysokofrekvenénej ventildcii, je moZné demonstrovat’ aj pri CMV, pri¢om inpulzny efekt
by bolo mozZné néasledne vyuzit' ako pomocnt metddu pri intratrachedlnom podani liegiv
aexpulzny efekt pri odstrafiovani aspirovaného materidlu (napr. mekdnia) z plic.
Vramei tejto &asti projektu overime, aké sii technické moZnosti ventildtorov SLE500
a AURA V realizovat’ inpulzny resp. expulzny efekt pri SV-CMV rezime. Okrem
ucinkov jednotlivych ventilaénych reZimov na respiralné parametre budeme hodnotit’ aj
ich pripadné neziaduce uginky na pricne tkanivo (tj. na markery zépalu, oxidaéného
poSkodenia a apoptézy), na tkanivo inych organov (srdee, pedeil) atieZ na
kardiovaskuldrne parametre (tlak krvi, frekvenciu srdca a variabilitu frekvencie srdca).
Experimentdlne modely respiraéného zlyhavania novorodencov (RDS/ARDS a MAS)
vytvorime s pouzitim dospelych kralikov. Model RDS/ARDS (syndromu respiradne;j
tiene/akiitneho syndrému respiraéne; tiesne) vytvorime opakovanym lavaZovanim plic
zvierat fyziologickym roztokom. Tym odstrénime vyznamnt Cast’ plicneho surfaktantu,
¢im vyvolame plicny edém azipal. Model MAS (syndrému aspirdcie mekdnia)
indukujeme intratrachedlnym podanim suspenzie mekonia, ¢fm spdsobime obdtrukciu
dychacich ciest, dysfunkciu surfaktantu, zapal, plicny edém a plicnu vazokonstrikeiu.
Tieto modely si vieobecne akceptované a pouzivané vramci experimentélneho
testovania tcinnosti roznych druhov lieby respiraného zlyhavania novorodencoyv.
Uginky Jednotlivych druhov ventiladnej lie€by budeme hodnotit pocas 4 hodin od
vytvorenia prislusného modelu respiraéného zlyhdvania novorodencov resp. pocas 2
hodin od podania lie¢iva inpulznym efektom resp. od zadiatku odstrafiovania mekdnia
expulznym efektom.

Z hl'adiska posudenia celkovej finanénej néroénosti ventilaénej lie¢by budeme okrem
acinnosti ventilaénych reZimov hodnotit aj spotrebu medicinskeho kyslika oboma
ventilatormi pri uvedenych reZimoch.




Predpokladdme, Ze ventilditor AURA V (Chirana, Stara Tura) dosiahne porovnatelné
vysledky s ventildtorom SLE5000 (SLE Limited, UK), vd’aka ¢omu by sa v budtcnosti
mohlo jeho uplatnenie roz&rit’ aj do skupiny novorodeneckych pacientov.

Rozdiely v uéinnosti jednotlivych typov anastaveni ventilacie v prvej_etape projektu

postudime na zéklade:

krvnyceh plynov a parametrov acidobézickej rovnovahy(PO,, PCO,, pH, BB, BE,
HCO5) ainych respiraénych parametrov (indexov oxygendcie a ventilacie,
poddajnosti pl'tic, pravo-Tavych placnych skratov)

zmien celkového a diferencidlneho podtu leukocytov v krvi

zmien celkového a diferencidlneho poétu buniek v bronchoalveolarnej lavaZnej
tekutine (BAL) tekutine

povrchovych vlastnost{ BAL tekutiny zistenych pomocou surfaktometra
stanovenia stupfia plticneho edému (wet-dry lung weight ratio)

markerov zépalu a oxidaéného stresu v krvi, BAL a homogenate pltc, pedene a
srdca biochemickymi metddami (ELISA, rtPCR, Western-blot)

hodnotenia apoptézy (programovatelnej smrti) buniek v BAL tekutine a plicnom
tkanive réznymi metédami (analyza viability buniek BAL bunkovym
analyzatorom, analyza apoptézy buniek pluc pomocou TUNEL metodiky
a imunohistochemickeyh metéd)

histologického hodnotenia pogkodenia plucneho parenchymu umelou plicnou
ventilaciou

analyzy moznych neziaducich G&inkov liegby na kardiovaskulérne parametre (tlak
krvi, frekvencia srdca, variabilita frekvencie srdca) a markery poskodenia
organizmu (aldosterén, AST, ALT, GGT atd’.) v korelacii s hladinami markerov
stresu  a poskodenia organizmu v plazme (analyza HPLC/hmotnostnym
spektrofotometrom).

Rozdiely v udinnosti inpulzného efektu v druhej etape projektu posudime na zaklade:

rovnomernosti distriblicie podaného lie¢iva v jednotlivych segmentoch plc
pomocou znacenia farbenymi mikro¢asticami a néasledného stanovenia ich
mnoZstva spektrofotometricky atie? pomocou znadenia fluorescenénymi
mikro€asticami  aich nasledného  stanovenia pomocou  fluorescenéne;j
spektrofotometrie

Rozdiely v (i¢innosti expulzného efektu v druhej etape projektu posiudime na zaklade:

mnozstva odstrdneného mekénia vBAL tekutine (stanovenie pomocou
mekoénium-kritu a spektrofotometricky)

mnoZstva zostatkového mekénia v jednotlivych segmentoch pltic pomocou
znacenia farbenymi mikrodasticami anasledného stanovenia ich mnoZstva
spektrofotometricky atiez pomocou znadenia fluorescenénymi mikroéasticami
a ich nasledného stanovenia pomocou fluorescenénej spektrofotometrie.



Ziskané vysledky budeme hodnotit’ vhodnymi Statistickymi metédami (test ANOVA,
Studentov t-test), pripadne aj neparametrickymi testami (Wilcoxon a Kruskal-Wallis).

Predpokladany prinos projektu:

Rozvoj zdpalu, plticneho edému a poskodenia surfaktantu a plieneho parenchymu je
v akiitnej féze akiitneho poskodenia plic velmi rychly a véasna diagnostika a spravna
lieCba méa vyrazny vplyv nielen na plicne parametre pacienta, ale aj na jeho dalgiu
prognozu. Prinosom nasho projektu budd jedinedné a doteraz neoverend informécie o
tom, ¢i md novo vyvinuty ventildtor AURA V od slovenského vyrobcu Chirana (Stara
Turd) porovnatelné parametre vymeny dychacich plynov a ostatnych ventilaénych
parametrov a markerov poskodenia plic ako v sG&asnosti jeden znajéastejsie
pouzivanych ventilatorov SLE5S000 (SLE Limited, UK). Nade experimentélne vysledky
budli predstavovat’ bdzu pre priamu aplikédciu  poznatkov do praxe, pricom
predpokladéme, Ze vyrazne ovplyvnia pripadné pouzitie ventildtora AURA V v lietbe
respiratného zlyhdvania aj u novorodencov.

Dalsim predpokladanym prinosom projektu bude porovnanie SV-CMV ventilacie a bi-
level resp. kombinovaného rezimu ventilacie, ktory by vzhladom na vyuzitie znalost
o stratégii otvorenych plic mohol predstavovat vhodnd alternativu ku SV-CMV aj HFO
najmi u kriticky chorych novorodencov.

Z hladiska zefektivnenia arovnomernosti distribucie intratrachealneho podania lie¢iv
u ventilovanych pacientov povazujeme za vyznamné aj informécie o mozZnosti vyuzitia
inpulzného efektu ventilacie. Pre neonatolégov by mohlo byt zaujimavé aj vyuZitie
expulzného efektu ventilacie pri odstrafiovan{ aspirovaného mekonia z dychacich ciest,
ked’ze pre klasické odsavanie su distalne dychacie cesty prakticky nedostupné.

DéleZitym prinosom projektu bude aj objektivne hodnotenie moZnych neZiaducich
ucinkov zvolenej ventilaénej lie¢by na kardiovaskulérne parametre (tlak krvi, frekvenciu
stdea a variabilitu frekvencie srdea), ktoré budi analyzované pouZitim najnovsich
matematickych metdd, doteraz neaplikovanych v experimentalnom vyskume. Z pohladu
Kklinickej aplikdcie st tieto poznatky jedineéné amoézu predstavovat prelom v
zauZzivanych ventilaénych intervenciach.

Predpokladame, Ze spravne zvolené ventilaéné intervencie zvySia efektivitu lie¢by
RDS/ARDS a MAS. Sledovanie w&innosti ventilatnej lie¢by stdasne na viacerych
trovniach poskytne moZnost’ realizovat ventildciu tak, aby sa eliminovali jej mozné
neZiaduce u&inky vradmci celkového monitoringu terapie. Originalita predlozeného
projektu je zaloZzend na komplexnom pristupe optimalizicie terapeutickych postupov pri
RDS/ARDS a MAS, ktoré zklinického hladiska mézu znamenat’ zdchranu Zivota
novorodeneckych pacientov s respira¢nym zlyhavanim.

Ujma na zvieratdch:

Manipuldcia so zvieratami bude zabezpetena tak, aby boli uspokojené ich zakladné
fyziologické potreby vratane klimatickych podmienok a poskytnutia optiméalneho
mnoZzstva vhodnej potravy atekutin ad libitum. Do laboratéria budi zvieratd privezené
z centralneho zverinca vozidlom $pecialne upravenym na transport zvierat tesne pred
postupom a budii umiestnené v laboratériu, kde im zabezpe¢ime vhodné podmienky. Po
aklimatizécii na podmienky prostredia Setrnym spdsobom a bez vyvolavania zbyto¢ného




stresu zvieratam poddme uvodnd davku anestézy i.m.: tiletamin/zolazepam (Zoletil,
Virbac; 15 mg/kg hmot..) + xylazin (Xylariem, Riemser GmbH; 5 mg/kg). V celkovej
anestéze budli nasledne vykondvané vietky chirurgické zakroky — naoperovanie a
zavedenie tracheélnej kanyly a katétrov do a. a v. femoralis a v, jugularis ext. Aj v celom
d’alSom priebehu postupu buda zvieratd v celkovej anestéze, hibka ktorej bude
udrZiavand kontinudlnym podévanim anestetika (Zoletil, 10 mg/kg hmot./hod.) i.v.
pumpou a bude priebezne monitorovand a kontrolovana. V pripade potreby bude davka
anestetika zvySend. Pogas postupu budi zvieratd umiestnené na vyhrievanom operaénom
stole, aby nedoSlo k neprimeranému poklesu ich telesnej teploty. Priebezne budu
zvieratdm kontrolované vitdlne funkeie (tlak krvi, frekvencia srdca). Po skongeni postupu
zvieratu v bezvedomi poddme letalnu davku anestetika - Thiopentalu za kontinudlnej
kontroly tlaku krvi a EKG zdznamu.

Z hladiska postidenia moZného prinosu projektu je predpokladand ujma na zvieratich
primerana, ked’Ze cely postup je vykondvany v celkovej anestéze zvierat'a.

Klasifikdcia krutosti postupov: slab4/bez mo¥nosti zotavenia.

Projekt nevyZaduje spitné posiudenie (podla Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z7.z2.).

Predpokladansa doba riefenia projektu:
Predpokladana doba rieSenia projektu — 48 mesiacoy (1.7.2015-30.6.2019), podas

ktorych uskutoénime 144 &iastkovych postupov., pri€om v kazdom pouZijeme iba jedno
zviera (kralik domaci).

b) Preukizanie siiladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Charakter nasho projektu neddva moZnost dosiahnut poZadovany, reprodukovatelny
avalidny vysledok inou dostupnou metédou bez pouZitia zvierat. VSetky aktivity
siivisiace s postupmi budeme vykonavat' v stlade s platnymi zakonmi a nariadeniami ako
aj medzindrodne zavedenymi osvedfenymi metddami v starostlivosti o laboratérne
zvieratd, aby sme zabezpedili huménne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami.
Metodickeé postupy, ktoré pouZijeme pri realizacii projektu, pouZivame dlhodobo a vel'mi
sa osvedéili v ramci rieSenia predchédzajticich vedecko-vyskumnych uloh (projektov
VEGA a APVV). Vysledky ziskané tymito metédami boli publikované a prezentované na
mnohych odbornych férach doma aj v zahrani¢i. Z hl'adiska dodrZiavania zésad prace
s pokusnymi zvieratami neboli vo&i nim vznesené Fiadne namietky, ¢i uZz na odbornych
forach v rémei diskusif alebo v oponentskych posudkoch publikovanych &lankov.
Postupy projektu st pripravené tak, aby sa maximalne vylugil strach, zbytoéna bolest a
utrpenie zvierat a aby boli zvieratd vyuZité humanne a zodpovedne na ziskanie novych
vedeckych poznatkov prispievajicich k ucelnej terapii. PovaZujeme preto nami
navrhované met6dy za vhodné aj pre realizaciu predkladaného projektu.

Pri realizacii postupov projektu sa budeme snazit’ dodr¥iavat vSeobecné zasady 3R:
- zjemnenie (Refinement), zniZenie (Reduction) a nahradenie (Replacement).



Zjemnenie (Refinement): Spasob manipulécie so zvieratami a starostlivost o zvieratd
pocas postupu bude v stlade s poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni viddy SR ¢
377/2012 Z.z. a Vyhliske Ministerstva podohospoddrstva a rozvoja vidieka SR &
436/2012 Z.z.

Operacné vykony budi vykonévané v celkovej anestéze: tvodna davka anestézy i.m.:
tiletamin/zolazepam (Zoletil, Virbac; 15 mg/kg hmot..) + xylazin (Xylariem, Riemser
GmbH; 5 mg/kg). Po operdcii bude zvieratdm venovana Standardnd pooperadng
starostlivost. Aj podas d’al§ieho priebehu postupu budu zvieratd v celkovej anestéze,
ktord bude udrZiavana kontinualnym i.v. podanim Zoletilu (10 mg/kg hmot./hod.)
injekénym ddvkovadom.

Znizenie (Reduction): Na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme 8 zvierat v kazdej
skupine, ¢o povaZujeme za najnizsi mozny pocet tak z hl'adiska reprodukovatelnosti, ako
aj z hladiska ziskania nevyhnuinych tdajov a objektivne hodnotitenych vysledkov.
Mendi pocet zvierat by mohol spdsobit’ vyraznejsie posobenie inter-individudlnych
rozdielov s moznost'ou spochybnenia objektivnosti vysledkov.

Nahradenie (Replacement): Postupy projektu nie je mozné vykonat' bez pouZitia
zvierat. Kralik doméci je v suasnosti akceptovany ako najrelevantnej$i model
RDS/ARDS vyvolaného opakovanou lavasou plac fyziologickym roztokom a tiey ako
model MAS vyvolaného intratrachedlnym podanim suspenzie mekonia. Pri takto
planovanom projekte nie je mozné pouZit’ niz8i Zivodidny druh, nakolko pre postudenie
zmien respiraénych, kardiovaskularnych a zdpalovych parametrov v sivislosti s
Vvytvorenim modelov respiraéného zlyhdvania a nasledne aplikovanou ventilagnou
lieCbou je potrebné pouZit' zvieratd s hmotnostou a priemerom dychacich ciest
porovnatelnymi s hmotnostou a priemerom dychacich ciest u novorodencov, aby sa
zabezpetila optimalna vytaznost a klinickd aplikovatelnost’ vysledkov. Vzhladom na
protokol postupov projektu je kralik doméci najvhodnej$im Zivo&isnym druhom
pouzitePrnym v nasich podmienkach.

Klasifikdcia krutosti postupov: slabd/bez moznosti zotavenia.

Projekt nevyZaduje spiitné posiidenie (podla Nariadenia viady SR &. 377/2012 2.z.).




Priloha 2: Netechnické zhmutie

Netechnické zhrnutie projektu

Néazov projektu: 020236// S -22/
Testovanie t¢innosti aktivnej a pasivnej vakeiny na animalnom modeli pre FTDP 17
Podrobny el postupu:

FTDP 17 predstavuje skupinu ochoreni, ktoré st vyvolané Specifickymi mutéciami na tau proteine.
Jednotlivé mutdcie stimuluji tvorbu rozmanitych patologickych $truktir v roznych oblastiach
mozgu. Stym suvisi aj réznorodi klinicka symptomatologia. FTDP17 pripady maja pomerne
zriedkavy vyskyt, napriek je velky zdujem o G&innd terapiu, ktora by dokézala zastavit' alebo
vylie¢it’ tieto zdvazné ochorenia.

PredloZeny projekt m4 za wlohu testovat G&innost aktivnej a pasivnej vakciny zamerane]j proti
patologickym formédm tau protefnu v podmienkach in vivo. Pre tieto Ucely pouZijeme mysie
modely, ktoré v centralnej nervovej stistave produkuj mutované formy tau proteinu. Zvieratdm budd
aplikované intraperitonedlne protildtky alebo subkutdnne imunogén s ciefom potlacit’
neurodegeneraéné zmeny v centrdlnej nervovej sastave. Po ukondeni experimentu, zvieratim
odoberieme krv z oéného splavu, huméanne usmrtime a odoberieme vzorky mozgu na biochemické a
imunohistochemické vysetrenie. Prestudovali sme vietky dostupné alternativne pristupy, ktoré by
umoznili nahradit’ zvieratd za bunkové systémy. Komplexnost' sledovanych molekularnych
procesov si viak vyzaduje pouzit’ cicavéi model. Pokusy st navrhnuté v silade s legislativnymi a
etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Opodstatnenost’ pokusu a poutitie zvierat v Dpokuse

Testovanie schopnosti aktivnej a pasivnej imunoterapie terapeuticky ovplyvnit' neurodegeneradné
zmeny v centralnej nervovej sustave animilnych modelov FTDP17 nie je mozné vykonat na
bunkovych kultirach, ked?e in vitro systémy - nie st schopné vytvorit plnt  formu
neurodegeneraénych zmien. Vzhladom na skutono st, Ze v stiasnosti nie je dovolené tieto metody
sktimat” na ludskych pacientoch bez predchadzajiceho otestovania na zvieratach, je pouZitie
animalnych modelov nevyhnutné.

Manipuldacia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

ostupu
Viazenie zvierat Kritkodoby mierny stres spésobeny manipuldciou. Bolest’ #iadna.

: Trvanie 1-2 mimity.

Kritkodoba fixdcia Standardnd metéda. Kritkodoby mierny stres spoésobeny
a intraperitonedlna manipuldciou a cbmedzenim pohybu. Bolest slaba. Trvanie 1 minttu.
injekcia
(Ix v za tyzdesi)
LEN PASIVNA
IMUNOTERAPIA
Kritkodob4 fixdcia Standardn4 metéda, Kritkodoby mierny stres spésobeny
a subkutanna manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slab4. Trvanie 0.5-1
injekcia (1x za minuta.
mesiac)
LEN AKTIVNA
IMUNOTERAPIA
Odber krvi Standardni metéda. Zviera sa fixuje za koZn riasu na krku. Poda sa
(retroorbitilny poloviéna davka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihu ako je

1
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plexus) zviera sedované sa sklenen4 kapilara jemne zasunie pod oéna gulu a
kriZivym pohybom sa mierne naruii retroorbitdlny plexus.
Kritkodoby mierny stres spdsobeny manipuliciou a obmedzenim
pehybu. Bolest’ stredn4. Trvanie 1 mintitu,

ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budd dodr¥iavat internd SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat’
humdnne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Zvieratd st chované v podmienkach
vyhovujicich fyziologickym a sociolo gickym potrebam.

Redukeia:

Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v ¢o najvysdej moznej miere a zaroveri zabezpetujlici
Statistickti relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Stanoveny podet zvierat sa opiera o nase
predchddzajice experimenty na transgénnych potkanoch a mysiach. Ukazalo sa, ze polet zvierat
v skupine mensi ako 15 nie je dostatoéne Statisticky relevantny, ked’ze aj u transgénnych zvierat sa
vyskytuje variabilita dand mierou expresie transgénneho protefnu.

Nahradenie:

Stcasnad troveni vedeckého poznania neumoZiiuje testovat’ protilatky v in vitro podmienkach. Z
legislativneho hl'adiska nie je moZné dany experiment vykonavat" priamo na humannych
pacientoch, bez predchadzajiiceho otestovania na laboratornych zvieratéch.

Zvieratéd nebudu vystavengé opétovnemu pouZitiu ani kumulativnemu aéinku,
Projekt nevyZaduje spitné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z2.z.).

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudu vystavene utrpeniu, vietky odbery tkaniv sa uskuto&nia
v hibokej anestézii a po odbere budd zvieratd humanne usmrtene. Odber, krvi trvd len par sekiind
a vykondva sa na sedovanych zvieratach. Intraperitonedlna a subkuténna aplikdcia trva niekolko
sekund. Zvieratd dostédvaju nizke davky netoxickych protilatok alebo imuno génu (bol uZ nezavisle
otestovany v rozsiahly toxikologickych $tididch na potkanoch, mysiach, psoch a krélikoch), ktoré
nespodsobujil Ziadnu nebezpednd imunitng odpoved, ktord by viedla k poskodeniu organizmu.
Ziskané informdicie z predkladaného experimentu vyznamne napomdzu pochopit’ mechanizmus

Sirenia neurofibrildrnej degeneracie a jej pripadného zastavenia prostrednictvom  imunitne;
odpovede.

Détum predpokladaného zadatia projektu, diZka trvania projektu:

Zatiatok pokusu je pldnovany na 20.5.2015 a bude sa realizovat’ v priebehu nasledujicich dvoch
rokov, do 20.5.2017.

Zvierata nebudu vystavené opitovnému pouzitiu.

Projekt nevyZzaduje spatné postudenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 7.z.).
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Nizov projektu: 1zolacia, mnoZenie a o¥ivovanie Rickettsii, Coxiella burnetii, Chlamydii

a im pribuznych mikroorganizmov na laboratornych zvieratach.

Cislo konania rozhodnutia o schvdlent projektu:
Krucové slovi v projekte ( max 5 slov): vmitrobunkové baktérie, epitopy, protilatky.
Ucel projektu”: 1. Zikladny vyskum a

2. Vysoko$kolské, odborné vzdeldvanie, ktoré bude prebiehat vyluéne
formou ,,8koleni“, resp. prace so zvieratami, \izkej skupiny vybranych PhD. $tidentov
(absolventoy " pripadnc ), ktory na naSom pracovisku pdsobia ako interni

aSpiranti.

Ciele projektu a prinos z vykonaného Dprojektu:

Cielom projektu je izolacia, mnoZenie a oZivovanie Rickettsii, Coxiella burnetii, Chlamydii a
im pribuznych mikroorganizmov na laboratérnych zvieratach. Poktisime sa ziskat hibsie
poznatky o pdsobeni nami sledovanych patogénov (Rickettsia spp., Coxiella spp. a Chamydia
Spp.) v Zivom organizme, ako aj rozsirit’ nase vedomost; 0 imunitnej odpovedi infikovanych
zvierat (my$i, moréiat &i kralikov). Aplikacia sérologickych (ELISA, TFA), molekularne
biologickych (PCR) a biochemickych metéd, pouzita na spracovanie ziskanych organov

a krvy, ndm umozni prehibit doterajsie poznatky o vzniku a priebehu ochoreni, ktoré uvedené

baktérie spdsobuj.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, T'udstvo, zvierata)

Vedecky prinos vidime najma v mo2nosti odhalenja dominantnych, imunolo gicky aktivnych
epitopov. Urdenie antigenicity proteinovych alebo inych stavebnych zloziek bakteridlnych
buniek ndm méze dat’ prilezitost’ na zlepSenie dignostiky a lie¢by rickettsiéz, koxieloz alebo
chlamydiového ochorenia. Bez aplikdcie Zivych zvierat v pokusoch nie je moZné odhalit
imunologicky aktivne miesta ani pripadné mutcie, ktoré v inkriminovanych zloZk4ch
nastavaju. Priprava vhodnych diagnostickych preparatov Je tieZ zdkladom tvorby budicich

vakein.

Druhy poutitych zvierat a ich predbeiné pocty:



My8i BALB/c, sami¢ky, v poéte 660 ks

Mor¢ata v poéte 30 ks

Kralik, 2,5-3kg, v podte 60 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pou?ité zvieratd v ramci vykondvania projektu:

Nepredpoklada sa nutnost’ aplikdcie pripravkov na tlmenie bolesti a ak sa predsa spozoruje

zmena spravania, ktord by mohla stvisiet’ s bolestou, zvieratdm podame pripravok na timenie

bolesti v davke predpisanej prisluSnym vyrobcom.

Predpokiadand nroveri krutosti:
Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenig zvierat: ELow

Pre planované pokusy neexistujt alternativne metody. V projekte sa viak sleduje a uplatiiuje
najnovsia legislativa v stivislosti so smernicami o pouZiti zvierat na vedecké ugely, ktort
uzakonil Eurépsky parlament (smernica 2010/ 63/EU), Nariadenie V1ady SR (Zbierka
zdkonov ¢. 377/2012) a Vyhlaska 436 Ministerstva pddohospodérstva a rozvoja vidieka SR.
Imunologicku odpoved’ Zivého organizmu na pdsobenie baktérii nie je mozné sledovat v in

vitro systémoch.

2. Redukcia poétu zvierat:

Planovany podet zvierat je maximalny a je v fiom zahrnuty maximalny podet potrebny pre
pokrytie poziadaviek rieitelov vedeckych projektov. Pouzitie zvierat obmedzime na

nevyhnutné minimum. Opétovné pouZitie zvierat nie je moZné.

3. Zjemnenie:

Mys$i, moréatd aj kréliky budu podas celého pokusu drzané v §tandardnych podmienkach
podla platnej normy EU, pri¢om budeme reSpektovat’ zakladné etické principy pozadované
pri zaobchddzani s pokusnymi zvieratami. Podas celého pokusu budeme dodrZovat’ postupy
maximalne zjemiiujlice podmienky a priebeh prace so zvieratami. Zvieratdm bude
zabezpetend $tandardni starostlivost, ktort bude vykonévat’ §koleny personal - pracovnici

pokusného zariadenia. Denne sa bude vykonévat’ kontrola zdravotného stavu zvierat. Ani v



jednom $tadiu pokusu nebudd mat’ zvieratd obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun potravy
a vody.

Projekt nebude podliehat’ opiitovnému schvaPovaniu.

(W8]
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nézov projektu:
In vivo uginok BGs (Bacterial Ghosts) ako nosi¢a protinddorovych lie¢iv.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:2509/15-221

Kl'adové slova v projekte:
BGs, Oxaliplatina, bunky CT 26, bacterial ghosts

Ukel projektu: Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Ulohou tohto projektu je overit’ & vysledky in vitro pokusov, kde sa po pouziti BGs ukazalo,
Ze proliferatna aktivita nadorovych buniek bola vyznamne niZ$ia, ako po pouziti iba
samotného lie¢iva, budd potvrdené aj na experimentalnych zvieratdch. Projekt je stdastou
vyvoja nového terapeutického postupu na uréité druhy nddorovych ochoreni.

Prinos z vykonaného projektu: Vyuzitie BGs (Bacterial Ghosts) ako protinadorového
lie¢iva predstavuje nové moznost v lie¢be nadorovych ochoreni u Pudi. BGs predstavuju
prirodzeny adjuvans, ktory ma schopnost’ sa naviazat’ na imunokompetetné bunky a vd’aka
PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern) aj na nadorové bunky. Vizba BGs na povrch
tumorovych buniek méze zvysif imunitag odpoved’ vo&i nadoru pomocou zvySenej aktivity
antigén prezentujticich buniek.

Vyraznou vyhodou pouzitia BGs je mozZnost’ lokélnej aplikdcie do blizkosti nadoru &o
minimalizuje mnoZstvo podaného liediva a tym aj vedlajsie téinky.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

Balb/c my$i, samice, 20-25¢g

Projekt sa bude skladat’ s dvoch Castf; prvé ast’ je zameran4 na vyvoj modelu kolorektalneho
karcinému umy$f najmi v zmysle optimalizécie podtu nadorovych buniek CT-26, rastu
nddora a terapeutického ovplyvnenia rastu nddora. V tejto fize planujeme pouzit 10 zvierat.
V druhej &asti projektu bude testovany uéinok BGs s obsahom Oxaliplatiny na rast nadoru
indukovaného i.p. implantéciou nadorovych buniek CT 26. V tejto fize planujeme pouzit 8
skupin po 10 mysi. 10 samic planujeme ako rezervu.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZzité zvieratd v rameci vykonavania
projektu:

Vzhladom na to, Ze ide o nadorovy model a podédvanie Cytostatika musime poéitat’
s neZiaducimi i¢inkami, ktoré sa mézu po podani liegiva prejavit. Akékolvek zhor$enie
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zdravotného stavu zvierat bude konzultované s veterindmym lekdrom a tieto zvieratd
v pripade tazkych stavov budn huménne utratené.

Predpokladand trover krutosti:

Jednotlivé postupy (vdZenie, i.p. aplikcia, implantacia nddorovych buniek ) podla
klasifikacie krutosti boli hodnotené ako slabé a3 stredné. Mozné prejavy  neZiadicich
ucinkov cytostatika - kruté ‘

Zvierata prejavujtice bolest’ budg huménne utratens.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Test na zvieratich sa ned4 nahradit’ alternativnymi metédami in vitro, in vitro vysledky je
potrebné v tejto fhze potvrdit/nepotvrdit’ na zvieratich. Jn vivo  hodnotenie zahfiia aj vplyv
faktorov organizmu &m sa priblizuje podmienkam ddleZitym pre huménne aplikécie.

2. Redukcia podtu zvierat:

Poéty zvierat v pokuse su primerané, redukované v maximélnej miere; ich d’algie zniZenie by
mohlo ovplyvnit' reprodukovatenost’ a validitu pokusu.

Uvedeny podet (100) zvierat v pokuse a jednotlivych skupinach Je potrebny z dévodu
Statistického hodnotenia pokusu vzhladom nato, Ze nie u ka?dého zvierata inokuldcia
nadorovych buniek vyvol4 nador.

3. Zjemnenie:

Mys je najéastej$im modelom pre hodnotenie in vivo G&innosti protinddorove;j terapie. Tento
model i ked’ ide 0 malé laboratérne zvieratd poskytuje dostatok informacii pre potvrdenie
ucinku, navrh davok, davkovacej schémy, pripadne d’al§ieho biologického materiglu pre
roz§irené hodnotenie: biochémia, hematoldgia, protilatky a pod.

Vzhl'adom na to, 7e v pokuse nebudd vykonané Fadne bolestivé zakroky, nie je potrebné
pouZit’ latky zmiertiujace bolest. Pri aplikécii a manipuldcii so zvieratami budu uplatiiované
postupy zamerané na zniZenie miery strachu. Projekt bude vykondvany tak, aby boli zvierata
eutanazované skér ney nastapi krutd krutost’

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu:  4no

Do 30.03.2016 budu vysledky z projektu zaslané v poZadovanom forméte na $VPS SR na
spétné posudenie.
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