Priloha &. 1

Nazov projektu: Xenobiotikd a vyvin preimplantaéného embrya (APVV-14-0763)

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: ,Z 200 (45 —22./]

Kltéové slova v projekte (max‘5 slov): preimplantaéné embryo, insekticidy, potravinové aditiva

Uéel projektu’: Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulatné metody s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov :
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalsieho pouzivania
v postupoch
Ak je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu: Hlavnym ciefom 4-roéného vyskumu bude étadium Géinkov vybranych
xenobiotik na skory embryonainy vyvin. Vyskum bude zamerany na dva druhy substancii, ktoré
predstavuju riziko otravy peroralnou cestou pre farmové a doméce zvierata alebo &loveka: insekticidy
a potravinoveé aditiva. Ich dopad na skory reprodukény potencidl samic bude vysetrovany na
modelovom zvierati: mysi laboratérnej. Projekt bude zamerany na $tidium vplyvu materskej
intoxikdcie na fertilizaciu, vyvinovy potenciél oocytov a preimplantaénych embryi a na implantéciu
embryi. Ziskané vysledky budu okrem toho zhodnotené i v kontexte materskej kondicie (tzn. v
kontexte aktualneho fyziologického a metabolickeho stavu). Pri latkach s potvrdenym Skodlivym
cinkom budd $tudované aj molekulové mechanizmy ich G&inku.

Prinos z vykonaného projektu: Vysledky ziskané na embryéch izolovanych z laboratérnych zvierat
pomdZu definovat moZné zdravotné rizikd v &ase oplodnenia a preimplantaéného vyvinu —tzn. v
postpartdlnom insemina¢nom obdobi u hospodarskych zvierat, v obdobi parenia domacich a
polovnych zvierat a v obdobi prvého tyZdiia raného tehotenstva po prirodzenom alebo in vitro
oplodneni u Zien. Ziskané informacie by mali napomoct pri zavadzani preventivnych opatreni v rdmci
riadenia ZivoCiSnej produkcie respektive pri zabezpegovania reprodukéného zdravia u fudi s ciefom
zniZit neustdle narastajuce prenatélne straty.

Druhy poutZitych zvierat a ich predbeiné poéty: Mys laboratdrna, predbeiny pocet: 2486

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v raimci vykonavania projektu: Vo
vacsine experimentov budu samice zvierat slGzit vyhradne ako darkyne experimentdlneho materidlu.
Izolacie ocytov, preimplantaénych embryi a pohlavnych organov budi vykonavané aZ po usmrteni
zvierat. Vynimku tvori ¢iastkovy experiment, v ktorom bude nesynchronizovanym samiciam mysi
pred prirodzenym oplodnenim samcom vo vode alebo v krmive podévané xenobiotikum v prislusnej
koncentrdcii — pri insekticidoch sa pouZije koncentracia rezidui namerana v krmivéach pochdadzajucich
z insekticidom o3etrenych porastov, pri aditivach sa pouzije koncentrécia, aké sa befne vyskytuje v
komeréne dostupnych potravinich. Ked%e viak koncentracie rezidui insekticidov zriedka dosahuiju
vysku 1/100 LD50, neodakdvame pozorovatelny toxicky vplyv na Ziadnu z organovych sustav.



Predpokladand roves krutosti: V3etky postupy navrhujeme klasifikovat do kategdrie krutosti
»Slabé“. Zvieratd by v ich désledku nemali pocitovat Ziadnu alebo iba kratkodobd slabt bolest,
utrpenie alebo strach.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat: Planované experimenty nie je mozné vykonat alternativnym sposobom bez
poutZitia Zivych zvierat. Databdzy medzindrodne overenych a uznanych alternativnych metéd ECVAM,
ICCVAM, GO3R a NC3RsT neobsahuju takéto alternativne metédy. Doterajsie poznatky o
problematike neumoZfiujd vytvorenie adekvatneho modelu in silico, ktory by dok4zal simulovaft
zloZity vztah medzi chronickou intoxikdciou matky xenobiotikami a ich vplyvom na reprodukéné
procesy. Vdcsina pldnovanych postupov je zaloZené na in vitro experimentoch, pri ktorych slusia
laboratérne zvierats vyhradne ako donor materidlu, ¢im sa minimalizuje ich diskomfort. Okrem
izolovanych embryi budg v experimentoch (predovietkym pri metodikéch, ktoré vyZaduju vetky
objem vstupného materialu) vyuZité aj embryonalne kmeriové bunky, ziskané z komerénych zdrojov.
Hoci st vystupy postupov zamerané na prevenciu zdravia domacich zvierat a ¢loveka, ako modelové
zvieratd boli do pokusov vybrané ni#Sie stavovce s podobnou fyziolégiou reprodukéného procesu

v preimplantaénom obdobi vyvinu.

2. Redukcia pottu zvierat: Planované experimenty s zostavené tak, aby bolo pre dosiahnutie
oCakavanych vysledkov pouZitych ¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mno3stvo
vystupnych informdcii z kasdého pouzitého pokusného zvierata. Postupy budu vykondavat iba
dostatocne vygkolené a zacvitené osoby, &im sa vyznamne zni%i mosn4 chybovost vysledkov a
nutnost opakovania postupu. Pre vycvik technickych zruénosti bud pouZité neoplodnené mysi
vyradené z reprodukéného cyklu. Poget pouZitych zvierat bol stanoveny tak, aby bola zachovani
reprodukovatelnost a validita pokusov. Usmrcovanie zvierat s naslednym zberom biologického
materidlu je v postupe nastavené tak, aby mohlo byt vo vzorkach vySetrenych paralelne tolko
parametrov, kolko bude technicky moZné. Ziskavanie biologického materialu sa ukonéi v okamihu,
kedy bude zabezpetend adekvatna kvantita vzoriek poskytujlca interpretovatelné a Statisticky
preukazné vysledky.

3. Zjemnenie: Planované experimenty s( zostavené tak, aby bola minimalizovana bolest alebo stres
pouZitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpeceny primerany welfare od ich narodenia a¥ po smrt.
Zvieratd budu chované za Standardnych podmienok a ich usmrtenie bude vykondvané humannym

spdsobom spésobilymi osobami. -
; S

Projekt bude pddliehat’ opdtovnému schvalovaniu:  4no ni

KedZe v projekte nie sg pouzité primaty ani postupy klasifikované ako ,,kruté” a ani tak nestanovuje
vyjadrenie etickej komisie, spatné postdenie projektu nie je podla § 37 NV 377/2012 7.2. nutné.
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PRILOHA ¢.2 g
Netechnické zhrnutie projektu «ZL' ac / 17— 8,24

Nazov projektu:
Projekt 7. Ramcového programu EU — G-TwYST: GMO-Two Year Safety Testing

Testovanie bezpeénosti geneticky modifikovanych plodin pomocou toxikologickych metod.

Podrobny opis ciel’a pokusu a vychodiskov4 situicia projektu:

Geneticka modifikécia (génova modifikdcia) je technologia, ktora manipuluje s génmi a teda s
DNA — nositelkou genetickej informécie. V porovnani s klasickym §Pachtenim podas
genetickych modifikacii sa m6zu kombinovat’ gény FubovoInych Zivych organizmov. Tak sa
mdbZu gény virusov, baktérii, rastlin a zvierat kombinovart a vkladat’ do inych Zivych
organizmov. Zivé organizmy, ktoré sii takto zmenené, nazyvame geneticky modifikované
organizmy, v skratke GMO. Najva&3im problémom st v stidasnosti geneticky modifikované
rastliny, ktoré st pouZivané pri vyrobe potravin, ale aj ako krmiv4 a predédvaji sa na celom svete.
Polnohospodarstvo zalozens na genetickych technoldgiach vytvéra v prirode trvalé zmeny, z
¢oho mézu vyplyvat nepriaznivé nésledky na prirodu, zdravie a aj celu spolo&nost’

Uvedenie potravin z GM rastlin do obehu v ramci 3tatov Burépskej tinie vyzaduje povolenie
Eurépskej komisie.

Predpokladom pre povolenie rastlin ktoré mdzu byt pouZité na vyrobu potravin je dbkaz, ze
z GM rastlin ziskané produkty sa z hPadiska zdravotnej nezavadnosti neligia od porovnatelnych
konvenénych produktov.

O GMO plodiny je zvySeny zdujem, pretoZe ich genetickd informacia je upravena tak, Ze st
odolnejsie voéi §kodcom.

Na Slovensku je pestovanie, predaj a kimenie zvierat geneticky upravenou kukuricou povoleng.
Herbicidna latka ndzvom Glyfosfat (Jedn4 sa o skrateny nazov Fosfatu Glycinu, teda
fosforylovanej aminokyseliny) je najéastejou a najdiskutovanejdou zlozkou geneticky
modifikovanych semien, i rastlin pre svoje herbicidne a pesticidne vlastnosti. V dnesnej dobe je
vyuZivand pre odstrafiovanie $kodcov a buriny z poli geneticky modifikovanych plodin.
Najnovsie vysledky franciizskych vedcov, ktori sktimali jej i¢inky, st viak rozporuplné.

Prof. G. Erica Seralini sledoval so svojim timom po&as dvoch rokov vplyv geneticky
modifikovanej kukurice tolerantnej vo&i rozsiahle pouZivanému pesticidu Roundap. Vedci
poukazovali na moZny karcinogénny ti¢inok. European Food Safety Authority aj vedecks
komunita sice zaujala k tomuto vyskumu vzhladom na nedostatodnii dokumentdciu vysledkov
skeptickeé stanovisko, napriek tomu Eurépska komisia dala podnet na vypisanie EU projektu
7.ramcového programu s konstatovanim, ¥e §tandardne vykonané dlhodobé $tudie skima jiice
dopady geneticky modifikovanych potravin na Pudské zdravie stile chybaji.

Hlavnymi oblastami, ktorymi sa zaoberd EFSA, je vedecké hodnotenie rizika a komunikécia

o riziku. Této skuto¢nost’ bola podnetom pre vyhlasenie projektu EU na stanovenie bezpeénosti
na zaklade toxikologickych §tadii.

Riesenie projektu je v stilade s metédami OECD TG 408 (=metodika B.26), modifikovanymi
podla odporii¢ani EFSA, OECD TG 453 (=metodika B.33) modifikovanymi podla odporigani
EFSA a OECD TG 451 (metodika B.32). modifikovanymi podl'a odportidani EFSA pre
testovanie potravy a krmiv.
(Guidance on conducting repeated dose 90-day oral toxicity study on whole food/feed : EFSA
Journal 2011,9(12):2438 , EFSA Scientific Committee-European Fod safety Authority, Parma,
Italy)
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1. Vykonat’ 90-dfiovy kfmny pokus s izogénnou kukuricou osetrenou ROUNDUP —om . Tento
test vykonat’ podla OECD TG 408 av silade s kritériami EFSA (metodika B.26) ,,Test subchronickej
oralnej toxicity - opakovanej 90 difovej §tiidie oralnej toxicity u hlodavcov®,

2. Vykonat’ 90 diiové kfmne pokusy s GM kukuricou NK603 a MONS10. Tieto kfmne pokusy vykonat’

podla OECD TG 408 a v stlade s kritériami EFSA (metodika B.26) ,,Test subchronickej orélnej toxicity
- opakovanej 90 dtiovej 3tudie ordlnej toxicity u hlodavcov®. zamerany na metabolomické,
transgenomické, imunologické a endokrinologické vysetrenia
3. Vykonat' §tiidiu kombinovanej toxicity / karcinogenity s GM kukuricou NK603 podl'a OECD TG 453
a kritérif EFSA (metodika B.33) ,,Test kombinovanej chronickej toxicity / karcinogenity*.
4. Vykonat’ $tidiu karcinogenity s GM kukuricou MON810 podla OECD TG 451 v stlade s kritériami
EFSA (metodika B.32) ,, Test karcinogenity” a metodiku OECD TG 453 (B.33) aplikovatel'na na
testovanie kompletnej kfmnej diéty u hlodavcov .
Pomocou tychto toxikologickych metdd je moZné charakterizovat a kategorizovat’ zdravotné nésledky
vyvolané pouZivanim geneticky modifikovanych rastlin v potravinovom retazci. PouZivanie GM
kukurice ddva do pozornosti nedostatok zékladnych toxikologickych informacii tykajucich sa tejto
problematiky.

V minulych rokoch sme v ramci schvaleného projektu EU ,,GRACE“hodnotili pomocou
obdobnych metodik GMO kukurice od 2 roznych dod4vatelov. Z projektu uZ bola &ast’
publikovana:

»Ninety-day oral toxicity studies on two genetically modified maize MON810
varieties in Wistar Han RCC rats®
(EU 7th Framework Programme project GRACE) Dagmar Zeljenkovéa a kol.

Archives of Toxicology, December 2014, Volume 88, Issue 12 pp 2289-2314
Dalsie asti projektu sa vyhodnocujii a priebeZne pripravuju na publikécie a vytvorenie zaverov
pre hodnotenie GMO plodin.
EU vyZaduje vyhodnotenie nie iba 90-diivych §tadii, ale aj zistenie dlhodobého vplyvu GM
plodin, &o je nasou hlavnou ilohou popri vedeckom hodnoteni v ostatnych Castiach projektu.
Vsetky tieto body si obsahom uvedeného projektu, ktory je vykondvany v krajinich EU

(priloha) a najpodstatnejsiu Sast’ tvori vykonanie toxikologickych §tudii, ktoré budi realizované
na SZU v reZime SLP a v SPF podmienkach.

épeciﬁcké ciele projektu:

¢ Vysledky $tidie prinest nové informécie o GM kukurici aj z hl'adiska mediciny a prispeju
k identifikdcii ciefovych organov a moZnych mechanizmov toxicity resp. karcinogenity

* Ziskané poznatky budi prinosom pre komplexné hodnotenie interakeii so Zivymi
systémami

o Identifikdcia mechanizmov ktorymi mé¥e GM kukurica vykazovat' toxické /
karcinogénne udinky na Grovni CNS, tkaniv, organov cicavcov.

e Prispiet’ k systémovému hodnoteniu GM kukurice a priniest’ novy pohlad na jej pouZitie
a bezpeénost’.

e Vysledky budii pouZité ako podklad pre vytviranie inovovanych metodik EFSA pre
GMO food/feed

Pocet a typ zvierat, ktoré sa v projekte pouZiji:

G-TwYST
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V projekte bude pouzity potkan laboratérny (Rattus norvegicus), kmeti Wistar, samce a samice.
RieSenie projektu je rozdelené do Styroch $tidii. Do pokusov v $tyroch $tiidiach projektu budu
zarad’ované zvierata vo veku 4-6 tyzdiiov.

Stidia 1.: V 90-dfiovom kfmnom pokuse s s izogenetickou kukuricou osetrenou ROUNDUP —om
bude pouzitych 8 skupin, z toho 8 pokusnych + sentinely. Pre kazdu skupinu a typ oSetrenia ROUNDUP-
om izogenetickej kukurice bude pouZity minimalny podet 16 ks samcov a 16 ks samic. Spoluv 272 ks
potkanov

Stidia 2.: V 90-ditovych kimnych pokusoch s GM kukuricou NK603 bude pouZitych 5 skupin, z toho
1 kontroln, 1 absolutn4 kontrolnd, 3 pokusné a sentinely (12ks). Pre kazdt skupinu a typ skimanej
kukurice bude pouZity minimalny po&et 16 ks samcov a 16 ks samic. Spolu bude pouZitych 172 ks
potkanov .

Studia 3.: V dvojroénej stadii kombinovanej chronickej toxicity / karcinogenity s GM kukuricou
NK603 bude pouzitych 5 skupin, z toho 1 kontroln4, 1 absolutna kontroln4, 3 pokusné a sentinely
(20ks). Pre kazdu skupinu bude pouzity minimalny poget 50 ks samcov a 50 ks samic. Spolu bude
pouZitych 520 ks potkanov.

Studia 4.: V Jednoroénej tudii karcinogenity s GM kukuricou MONS10 bude pouzitych 5 skupin,

z toho 1 kontrolnd, 1 absolutnd kontroln, 3 pokusné a sentinely (10). Pre kazdu skupinu bude
pouZity minimélny poget 20 ks samcov a 20 ks samic. Spolu bude pouzitych 210 ks potkanov.

Na celé obdobie realizcie projektu Je pre rieSenie v Styroch $tudiach planovanych 587 ks
samcov a 587 ks samic, spolu 1174 ks potkanov.

Polty zvierat v skupinich st dané jednak pouZitim odpora¢anych metodik OECD TG 408 —
B.26, TG 453 -B.33aTG 451 -B.32 a Jednak minimalnym pod&tom pouZitych zvierat vzhPadom
na vyhovujiice matematicko — $tatistické spracovanie vysledkov (min. podet zvierat v skupine bol
konzultovany so $tatistikom).

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Poziadavka nahradenia:

Vplyv GM kukurice na organizmus cicavcov nie Je moZné skamat’ pouZitim screeningovych
testov in vitro. Tieto testy neposkytujii dokaz, e GM kukurica je toxicka resp. karcinogénna.
Preto bola pre zabezpegenie vyskumu toxicity / karcinogenity GM kukurice po zhrnuti vetkych
predloZenych dostupnych materislov na European Medicines Agency dana podmienka testovat’
toxicitu / karcinogenitu GM kukurice v dlhodobych kimnych pokusoch na potkanoch.
Alternativna metdda, ktora by bola adekvatnou nahradou testu na zvieratich nie je registrovand
v Eurépskom centre pre validdciu alternativnych met6d, ani ako OECD metodika,

Poziadavka obmedzenia:

GM kukurica bude zapracovana v uréitom mno¥stve do kompletnej granulovanej kimnej diéty a
podavand potkanom v pokusnych skupinach.

Projekt vyskumu toxicity / karcinogenity GM kukurice sa riadi prisluSnymi metodikami OECD a EFSA
a z nich vyplyvajticim odportganim minimalneho poctom zvierat pre kazdi metodiku.

Polty zvierat v skupinich st dané minimdlnym podtom zvierat pouZzitych na biochemické
merania v dvoch &asovych bodoch a minimélnym podtom zvierat ktoré preZiji po ukondeni
experimentu. PouZitim novych Statistickych programom testovania (SPSS-16), ziskané vysledky
pri pouZiti odpori¢aného minimalneho poStu zvierat v skupine nezniZi reprodukovatelnost’
a validitu pokusu (konzultované so Statistikom).

Poziadavka zjemnenia:

Dobré starostlivost a umiestnenie zvierat su zabezpedené dodrZiavanim internych ,,étandardn;’zch
pracovnych postupov® (SPP) oddelenia toxikoldgie a jeho zverinca na , toré je akreditovanym
laboratériom pracujiicim v reZime Spravnej laboratérnej praxe (SLP) od roaw . 994.

Dennym sledovanim zdravotného stavu, dochadza k Jjemnej manipuldcii so zvieratami a kontaktu s tymi
istymi osobami, &im sa maximélne eliminuje stres zvierat .
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GM kukurica bude stuastou kompletnej kfmnej, granulovanej diéty, ktort budi zvierata prijimat’
ad libitum. Tento spdsob aplikdcie GM kukurice je huménny, beZne sa pouziva v pokusoch na
laboratornych zvieratdch a je odporugany aj v metodikich OECD TG 408, 453 a 451 v pokusoch
na potkanoch.

Zvieratd buddi usmrcované v ddsledku masivneho vykrvacania v hlbokej anestézii dvoma
spOsobmi. 1. i.p. injekciou ketamin/xylazin budd uvedené do hlbokej anestézie a nésledne im
bude odobraté maximéalne mozné mnoZstvo krvi cez arteria abdominalis alebo vena cava inferior.
2. Pred dekapitdcion budi uvedené do spanku pomocou inhaladnej enestézie (dietyléter). Oba
postupy su huménne so slabou mierou krutosti.

Opis vzniknutej ujmy na zvieratich

Polas realizécie projektu budi na zvieratach vykondvané postupy zaradené podl'a klasifikacie
krutosti postupov v stilade s Prilohou &. 4 k Nariadeniu vlady &. 377/2012 Z. z. nasledovne:

1) vyvolanie spontidnneho vzniku nadorov, ktoré by mali zistitePné klinické nepriaznivé nasledky,
sa pri dlhodobom prirodzenom prijme potravy s obsahom GM kukurice nepredpoklada: slaba
krutost’ postupu

2) intraperitonedlne poddvanie anestézie (ketamin/xylazin) : slaba krutost postupu

3) inhalatnd anestézia (dietyléter): slabd krutost’ postupu

4) obmedzeny pocet odberov krvi < 10 % cirkulujiceho objemu: slaba krutost’ postupu

5) kratkodobé obmedzenie pohybu v metabolickej klietka (<24 hod.): slaba krutost’ postupu

6) stidie s chronickej toxicity/karcinogenity s neletdlnym ukon&enim pokusu: strednd krutost’
postupu

Literatura:

¢ EFSA Scientific Committee (2011) Guidance on conducting repeated-dose 90-day oral toxicity
study in rodents on whole food/feed. European Food Safety Authority (EFSA), Parma,
ItalyJournal 2011;9:2438.

* OECD (1998)Test No. 408 - Repeated Dose 90-day Oral Toxicity Study in Rodents. OECD
Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4 Health Effects.

e The OECD Test Guideline 451 for Testing of Chemicals; "Carcinogenicity studies" (adopted on
the 9" of September 2009)

e OECD (2009) Test No. 453 — Combined Chronic Toxicity/Carcinogenicity studies. OECD
Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4 Health Effects.

e The EFSA Considerations on the applicability of OECD TG 453 to whole food/feed testing
(EFSA Scientific Opinion, 2013).

»Ninety-day oral toxicity studies on two genetically modified maize MON810
varieties in Wistar Han RCC rats®
(EU 7th Framework Programme project GRACE) Dagmar Zeljenkova a kol.
Archives of Toxicology, December 2014, Volume 88, Issue 12, pp 2289-2314
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Priloha ¢. 5

Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia

Nazov projektu: Plieny surfaktant a lipopolysacharid: vzajomné pdsobenie a jeho

funkéné dosledky 02502 [/,/ N 22/

a) Informacie o ciel’och projektu:

Projekt je planovany ako experimentdlna $tidia. Jej hlavnym cielom je prispiet k
porozumeniu jednej z klacovych funkcii plicneho surfaktantu, ktorou je okrem
znizovania povrchového napétia v respiratnom systéme aj U€ast’ v lokédlnych obrannych
mechanizmoch. HLAVNYM CIEIOM je objasnenie vztahu medzi plFacnym
surfaktantom a lipopolysacharidom pomocou niekolkych modelov.

CIASTKOVE CIELE:

1) V in vitro experimentoch na modeli pulzujicej bubliny zhodnotit, ¢i a do akej
miery lipopolysacharid (LPS) ovplyviiuje povrchové vlastnosti exogénneho
modifikovaného surfaktantu z prirodzenych zdrojov (Curosurfu) a &i je mozné
jeho potencidlnu inhibiciu ovplyvnit' pridanim niektorych latok ako napr.
polymyxinu B.

2) Vytvorit experimentalny model respiratného zlyhdvania u potkanov
intratrachealnou instilaciou LPS, imitujici bakterialnu infekciu. Na tomto modeli
potvrdit’ inaktivaciu endogénneho surfaktantu, objasnit’ jej mechanizmy a
naslednt efektivnost’ terapie exogénnym surfaktantom. Cielom tejto Casti
projektu bude zaroven zistit, ¢i surfaktant méze poslizit’ ako nosi¢ antibiotik pre
ich vpravenie do plic pri liecbe infekcii vyvolanych gram-negativnymi
baktériami, ktorych membrany st zdrojom LPS.

Ziskané vysledky budeme hodnotit’ vhodnymi Statistickymi metodami (test ANOVA,
pripadne neparametrickymi testami (Wilcoxon a Kruskal-Wallis).

Predpokladany prinos projektu:

Projekt prinesie nové, origindlne poznatky tykajuce sa jednej zkltiovych uloh
surfaktantu v obrannych mechanizmoch pluc v situaciach bakteridlneho zapalu,
imitovaného podanim lipopolysacharidu (LPS). Budt vytvorené modely akitneho
poSkodenia pl'ic u dospelych jedincov, v ktorych sa bude testovat’ lie¢ba exogénnym
surfaktantom a jej vplyv na plicne funkcie a zdpalové parametre. Ochorenia spojené
s respiraénym zlyhavanim v ddsledku inaktivacie endogénneho surfaktantu v dospelosti
alebo u novorodencov maju stale vysok morbiditu a mortalitu. Preto dékaz priaznivého
efektu tejto lieCby bude ddlezitym poznatkom, potencialne vyuziteInym v klinickej praxi.
Pre klinick( prax vyznamnym bude aj dokaz, Ze surfaktant mdZe posluzit’ ako nosié
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antibiotik pre ich vpravenie do respiraéného systému pri diagnézach akutneho plticneho
poskodenia vyvolaného lipopolysacharidom. Takéato lietba eliminuje neZiaduce
systémové uCinky antibiotik a zvySuje ich dostupnost’ v mieste pdsobenia, teda
v bronchoalveolarnom priestore.

Ujma na zvieratach:

Manipuldcia so zvieratami bude zabezpetena tak, aby boli uspokojené ich zakladné
fyziologické potreby vratane klimatickych podmienok a poskytnutia optimalneho
mnoZstva vhodnej potravy a tekutin ad libitum. Do laboratéria budi zvieratd privezené
z centralneho zverinca vozidlom 3pecidlne upravenym na transport zvierat tesne pred
postupom a buddi umiestnené v laboratériu, kde im zabezpe¢ime vhodné podmienky. Po
aklimatizacii na podmienky prostredia Setrnym spdsobom a bez vyvolévania zbyto&ného
stresu zvieratdm podame anestéziu (uretdn a chloraléza i.p.). Vcelkovej anestézii budt
nasledne vykonéavané vietky chirurgické zakroky — naoperovanie a zavedenie trachedlne;j
kanyly akatétrov do a. av. femoralis av. jugularis ext. V celom dal§om priebehu
postupu budli zvieratd v celkovej anestézii, hibka ktorej bude udrziavana kontinualnym
poddvanim anestetika (uretdn a chloraléza) iv. pumpou abude priebezne
monitorovand a kontrolovand. V pripade potreby bude davka anestetika zvySena. Pocas
postupu budil zvieratd umiestnené na vyhrievanom operanom stole, aby nedoglo
k neprimeranému poklesu ich telesnej teploty. Priebezne budt zvieratdm kontrolované
vitalne funkcie (tlak krvi, frekvencia srdca). Po skondeni postupu zvieratu v bezvedomi
podame letdlnu davku anestetika - Thiopentalu za kontinuélnej kontroly tlaku krvi a EKG
zaznamu.

Z hladiska posiidenia mozného prinosu projektu je predpokladand ujma na zvieratich
primerand, ked’Ze cely postup je vykonavany v celkovej anestézii zvierat'a.

Klasifikacia krutosti postupov: slaba/bez mo¥nosti zotavenia.

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

Predpokladana doba rieSenia projektu:

Predpokladana doba rieSenia projektu -4 roky 1.9.2015-31.12.2015 a 1.1.2016-
31.12.2018, podas ktorych uskutoénime 96 &iastkovych postupov, pricom v kazdom
pouZzijeme iba jedno zviera (potkan laboratérny).

b) Preukdzanie sauladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Charakter nasho projektu neddva moznost dosiahnut pozadovany, reprodukovatelny
a validitny vysledok inou dostupnou metédou bez pouzitia zvierat. Vietky aktivity
siivisiace s postupmi budeme vykonavat v salade s platnymi zdkonmi a nariadeniami ako
aj medzinarodne zavedenymi osvedCenymi metddami v starostlivosti o laboratérne
zvieraté, aby sme zabezpedili humdnne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami.
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Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizicii projektu pouzivame dlhodobo a velmi
sa osvedCili v rdmci rieSenia predchddzajicich vedecko-vyskumnych floh. Vysledky
ziskané tymito metédami boli publikované a prezentované na mnohych odbornych férach
doma aj v zahrani¢i. Z hl'adiska dodrZiavania zasad price s pokusnymi zvieratami neboli
voCi nim vznesené Ziadne namietky, ¢i uZz na odbornych férach v ramei diskusi{ alebo
v oponentskych posudkoch publikovanych &lankov.

Postupy projektu su pripravené tak, aby sa maximalne vyluéil strach, zbytoéné bolest’ a
utrpenie zvierat a aby boli zvieratd vyuzité humanne a zodpovedne na ziskanie novych
vedeckych poznatkov prispievajlicich k tidelnej farmakoterapii. PovaZujeme preto nami
navrhované metddy za vhodné aj pre realizaciu predkladaného projektu.

Pri realizacii postupov projektu sa budeme snaZit’ dodrziavat’ vieobecné zasady 3R:

- g/emnenie (Refinement), zniZenie (Reduction) a nahradenie (Replacement).

Zjemnenie (Refinement): Spdsob manipulacie so zvieratami a starostlivost’ o zvieratd
pocas postupu bude v stlade s poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni viddy SR &
377/2012 Z.z. a VyhldSke Ministerstva pddohospoddrstva a rozvoja vidieka SR ¢
436/2012 Z.z.
Operatné vykony budii vykondvané v celkovej anestézii (uretin 600 mg/kg + a-
chloraléza 60 mg/kg i.p.). Potas daldieho priebehu postupu bud(i zvieratd v celkovej
anestézii, ktora bude udrziavana kontinualnym i.v. podanim a-chloralézy (4 mg/kg/hod)
+ uretanu (80 mg/kg/hod) injekénym déavkovadom. Po operacii bude zvieratdm venovani
Standardnd pooperacné starostlivost’.

ZniZenie (Reduction): Na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme 8 zvierat v kaZdej
ventilovanej resp. lie¢enej skupine a 7 zvierat v kontrolnej skupine, o povaZujeme za
nevyhnutnych ddajov a objektivne hodnotitelnych vysledkov. Meni podet zvierat by
mohol spbsobit’ vyraznej§ie pdsobenie inter-individudlnych rozdielov s moZnostou
spochybnenia objektivnosti vysledkov.

Nahradenie (Replacement): Postupy projektu nie je mozné vykonat bez pouZitia
zvierat. Potkan laboratérny je v sidasnosti akceptovany ako relevantny model poskodenia
prac vyvolaného LPS. Pri takto planovanom projekte nie je mozné pouzit nizsi zivocisny
druh. VzhFadom na protokol postupov projektu je potkan najvhodnej$im Zivocisnym
druhom v nasich podmienkach.

Spitné posudenie: nie
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Priloha & 2 NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU, L€ 7 §i/ 1~2246
»Modulaény uéinok vodnych extraktov vybranych rastlin na hojenie koznych ran v in vivo experimente*

k Ziadosti o schvalenie projektu pokusu podl'a § 7 ods. 1 pism. i) vyhlasky ¢ 436/2012 Z. z. priloha &. 2

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

'

KIi¢ové slova v projekte ( max 5 slov): vodny extrakt, hojenie, fytoterapia, skorocel, pagasStan

Uéel projektu: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

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

Ochrana Zivotmého prostredia v z4dujme zdravia alebo welfare I'udi alebo zvierat

Ochrana druhov

VysokoSkolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kol6nif geneticky zmenenych zvierat bez ich d'alieho pouzivania v postupoch
Ak je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:

Predmetom zéujmu nasho vedecko-vyskumného tymu budii vybrané rastlinné extrakty, ktorych (i¢inok na hojenie
koZnych ran bude analyzovany v in vivo $tidii. Prihliadajic na tradiciu fytoterapie na Slovensku, ako aj na potencial
a budtce potenciondlne klinické vyuZitie sa predmetom nasho zujmu a podrobnej experimentélnej verifikacii
podrobia extrakty z nasledujiicich rastlin: skorocel kopijovity (Plantago lanceolata L.), pagastan konsky (Aesculus
hippocastanum L.) a aloe vera (Aloe vera L.). Na trhu aj v odbornej spolotnosti je pouZivanie rastlinnych extraktov
stale populdrnejSie av8ak o uvedenych rastlindch doteraz absentuje celistva §ttidia vplyvu skorocela kopijovitého a
pagasStanu konského na hojenie ran.

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

VzhYadom na vSeobecn aplikiciu touto $tidiou potvrdime ale vyvratime informdcie o pozitivnom efekte
uvedenych rastlin na hojenie ran. Ak sa potvrdi tento pozitivny efekt vysledky $tiidie by mohli ozrejmit’
mechanizmus ti¢inku a $pecifikovat indika¢né kritéria a nasledne byt vychodiskom k Sirej aplikdcii skimanych
rastlin: skorocel kopijovity (Plantago lanceolata L.), paga$tan konsky (Aesculus hippocastanum L.) a aloe vera (Aloe
vera L.) na vytvoreniu aplikagnej schémy pouZitelnej v humannej medicine.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné pocty:

Samce potkana plemena Sprague-Dawley v poéte 168

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

Pooperatna bolest po chirurgickom zékroku v celkovej anestézii na kozi potkana

Predpokladana tiroveii krutosti:

Stredna kategéria krutosti



Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Proces hojenia ran je komplikovany a komplexny proces, ktory doteraz podl'a dostupnej literatiry nebol
nahradeny neanimdlnym modelom na komplexnt stadiu vietkych tadii koZnych ran.

2. Redukcia poctu zvierat:

Minimdlne mnoZstvo zvierat nachadzajicich sa v jednom stibore je vzhl'adom na eliminaciu rozptylu vysledkov
na zaklade individudlnych rozdielov medzi jedincami 7 a taktiez v $tidiach publikovanych na uvedent tému sa
podet zvierat v jednotlivych skupinich pohybuje v uvedenom intervale. Poéet zvierat sme redukovali vzhl'adom
na fyziolégiu koZe potkanav o skupiny v ktorych by bolo sledované hojenie ran svalov.

3. Zjemnenie:

NajvyznamnejSou vyhodou pouZitia potkanov v tididch hojenia koZnych rén je pritomnost’ silnej svalovej
vrstvy v zakladne] Struktire koZe a preto v $tididch hojenia ran nie je nutné vytvorit’ samostatni skupinu na
hojenie svalovych ran. Na zniZenie stresu zvierat bude pouZit4 neinvazivna plynna anestézia potas ktorej budi
realizované v8etky invazivne postupy (intramuskuldrna aplikicia analgetik pred operdciou, alebo ind aplikacia
lieCiv pocas 1. diia pokusu, priprava zvierata na operdciu vratane pripravy operaéného pol'a) a zvieratd budt
usmrtené aplikdciou Thiopenthalu intraperitonedlne 375 mg/kg

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schval'ovaniu: ane nie



Priloha ¢ 2 NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU /J/‘,Z//r" ’z /
“Stimulacia hojenia rin fytoestrogénom (genistein) v post-menopauzilnom obdobi u potkanov”

k Ziadosti o schvélenie projektu pokusu podla § 7 ods. 1 pism. j) vyhlasky €. 436/2012 Z. z. priloha & 2

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:
KIiCové slova v projekte ( max 5 slov): genistein, hojenie ran, koZny lalok, postmenopauzalne zmeny
Utel projektu’: Zakladny vyskum

Transla¢ny alebo aplikovany vyskum

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

Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare I'udi alebo zvierat

Ochrana druhov

Vysoko3kolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénif geneticky zmenenych zvierat bez ich dal§ieho pouzivania v postupoch
Ak je iny tcel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

Vzhladom na neziadice utinky neselektivnej estrogénovej substitugne; terapie je vhumdénnej medicine
nastaveny trend modulovania estrogén dependentnych procesov vyuZivanim selektivnych estrogénovych
receptorovych moduldtor. Niz§i vyskyt chronickych civilizaénych ochorenf v Azii sa pripfsal aj vysokému
obsahu s6je v potrave obsahujicej fytoestrogény. T4to informécia spdsobila zvy$eny zaujem o blahoddrny
vplyv fytoestrogénov na ludské zdravie. Doposial' neboli objasnené ti¢inky genisteinu na zapalovu fazu hojenia,
tvorbu granulatného tkaniva a vyzrievanie jazvy. TaktieZ nie je jasné ako by genistein moduloval prihojenie
kozného laloka, ktory ma horsiu viabilitu v post-menopauzilnom obdobi a klasickd EST bola schopna tento dej
zvratit (Toutain et al. 2009). Ciel'om experimentu je po prvé zistit’ ako genistein moduluje zédkladné fazy hojenia
u ovarektomizovanych potkanov. Druhym cielom je zistit’ ako genistein moduluje prezivanie koZzného laloka.

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

Pri potvrdent Gfinku fytoestrogénov na hojenie rdn mé%e byt tito étadia zakladom pre vytvorenie lieCebnej
schémy pri komplikovanom hojeni rdn v postmenopauzalnom obdobi alebo na jeho prevenciu.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné potty:

Samice potkana plemena Sprague-Dawley v poéte 280

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

Poopera¢nd bolest po chirurgickom zakroku v celkovej anestézii na ko#i potkana, intramuskuldrna aplikdcia
genisteinu

Predpokladana troven krutosti:

Stredna kategéria krutosti



Uplatfiovanie zdasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Proces hojenia rdn je komplikovany akomplexny proces, ktory doteraz podla dostupnej literatiry nebol
nahradeny neanimalnym modelom na komplexnd §tidiu vietkych $tadif koZnych ran.

2. Redukcia poctu zvierat:

Minimalne mnoZstvo zvierat nachddzajicich sa v jednom sdbore je vzhl'adom na eliminéciu rozptylu vysledkov
na zaklade individudlnych rozdielov medzi jedincami 7 a taktie% v $tddidch publikovanych na uvedend tému sa
pocet zvierat v jednotlivych skupinach pohybuje v uvedenom intervale. Poget zvierat sme redukovali vzhl'adom
na fyziol6giu koZe potkanov o skupiny v ktorych by bolo sledované hojenie ran svalov.

3. Zjemnenie:

Najvyznamnej$ou vyhodou pouZitia potkanov v stadidch hojenia koZnych ran je pritomnost silnej svalovej
vrstvy v zdkladnej $truktiire koZe a preto v §tiidiach hojenia rdn nie je nutné vytvorit’ samostatni skupinu na
hojenie svalovych rdn. Na znfZenie stresu zvierat bude pouZit4 neinvazivna plynné anestézia pocas ktorej budii
realizované vSetky invazivne postupy (intramuskuldrna aplikicia analgetik pred operacioy, alebo ind aplikacia
lie¢iv pocas 1. dila pokusu, priprava zvierata na operaciu vratane pripravy operaéného pol'a) a taktie? zvieratd
budii usmrtené Thiopenthalom aplikovanym intraperitonedlne 375 mg/kg

Projelt bude podliehat opdtovnému schval'ovaniu: éne nie



]

Priloha & 2 NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU 62@%/31 22/ e

.VyuZitie galektinov v moduldcii hojenia koZnej rany u normdlnych a diabetickych potkanov"

k Ziadosti o schvélenie projektu pokusu podl'a § 7 ods. 1 pism. j) vyhlagky & 436/2012 Z. z. priloha & 2

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:
KI'icové slova v projekte ( max 5 slov): galektiny, diabetes melitus, hojenie ran
Uéel projektu*: Zakladny vyskum
Translalny alebo aplikovany vyskum
Regulaéné met6dy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare I'udi alebo zvierat
Ochrana druhov
VysckoSkolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolénif geneticky zmenenych zvierat bez ich d'al§ieho pouivania v postupoch
Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:

Podl'a WHO (World Health Organization) diabetes mellitus (DM) celosvetovo postihuje vySe 220 miliénov 'udi, &fm
sa pravom rad{ medzi civilizatné ochorenia. Najéastej$ou komplikéciou DM spojenou s hojenim ran je vznik tzv.
diabetickej nohy na podklade mikro- a makroangiopatie spolu s neuropatiou (Falanga 1993)., ktord sa vyskytuje a%
u 15% v3etkych diabetickych pacientov a aZ v 84% je hlavnou pritinou amputécii (Reiber et al. 1999). Galectin-
viazuce proteiny sa nachadzajti na povrchu buniek zapojenych do hojenia ran ako st fibroblasty, endotelové bunky
akeratinocyty a aj v medzibunkovej hmote (Gél etal. 2011). Navy$e bolo v predo3lych $tidiach ukazané, ze
galectiny 1, 2, 3, 4 a 7 st schopné modulovat' reepitelizdciu oénej rohovky (Cao et al. 2002) a ¢reva, proliferaciu a
diferencidciu fibroblastov in vitro (Dvofdnkovd et al. 2011). Z toho dévodu mdZeme usudzovat, e ich pritomnost’
bude modulovat hojenie koZnych rén a je pravdepodobné Ze ich externym podavanim budeme schopni modulovat’
hojenie ran aj u diabetom alterovanych jedincov skrze viacerych zo sto patofyziologickych mechanizmov, ktoré
prispievajii k zhor§enému hojeniu rdn {Obr. 13CF) u diabetikov (Brem et Tomic-Canic 2007). Sem patr{ pokles
produkcie rastovych faktorov (Galkowska et al. 2006), inhibicia angiogenézy (Galiano et al. 2004) a zhorsenie
funkcie makrofdgov (Maruyama et al. 2007), nerovnovéha medzi depoziciou ECM a jej prestavbou prostrednictvom
MMP (Lobmann et al. 2002), ako aj problémy s vytvorenim epidermovej bariéry (Falanga 2005).

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

Vysledky Stdie by mohli ozrejmit’ mechanizmus Gi¢inku galektinov na hojenie r4n u normalnych a aj diabetom
alterovanych jedincov. Vysledky tejto $ttidie méZu byt podkladom k d'aldiemu aplikovanému vyskumu
zlepSujiicemu alterované hojenie ran v humdannej medicine.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné potty:

Samce potkana plemena Sprague-Dawley v poéte 357.

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

Pooperaéna bolest' po chirurgickom zakroku v celkovej anestézii na koi potkana



Predpokladana tiroveil krutosti:

Strednd kategéria krutosti

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Proces hojenia ran je komplikovany a komplexny proces, ktory doteraz podl'a dostupnej literatiiry nebol
nahradeny neanimalnym modelom na komplexnt §ttdiu vietkych stadif koZnych ran.

2. Redukcia poétu zvierat:

Minimalne mnoZstvo zvierat nachddzajicich sa v jednom stibore je vzhl'adom na eliminaciu rozptylu vysledkov
na zaklade individualnych rozdielov medzi jedincami 7 a taktie? v $tadiach publikovanych na uvedenti tému sa
polet zvierat v jednotlivych skupinach pohybuje v uvedenom intervale. Najvyznamnej$ou vyhodou pouZitia
potkanov v §tiididch hojenia koznych réan je pritomnost’ silnej svalovej vrstvy v zakladnej Struktire koZe a preto
v Stadidch hojenia rén nie je nutné vytvorit samostatnd skupinu na hojenie svalovych ran. Preto sme pocet
skupin zvierat redukovali vzhadom na fyzioldgiu koZe potkanov o skupiny v ktorych by bolo sledované hojenie
ran svalov.

3. Zjemnenie:

Na zniZenie stresu zvierat bude pouZit4 neinvazivna plynnd anestézia potas ktorej budu realizované vietky
invazivne postupy (intramuskuldrna aplikdcia analgetik pred operaciou, alebo in4 aplikdcia lieCiv pocas 1. dfia
pokusu, priprava zvierat'a na operdciu vratane pripravy opera¢ného pola) a taktiez zvierata budii usmrtené

aplikdciou Thiopenthalu intraperitonedlne 375 mg/kg

Projekt bude podliehat opétovnému schvalovaniu: 4ne nie



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU --24 307 75 —2>5 4
Nazov projektu: Tymiénovy étericky olej ako kimne aditivum u hydiny.
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu:

KPacové slova v projekte ( max 5 slov): tymol, metabolizmus, zdravie zvierat

Uéel projektu’:

Zakladny vvskum

Transla¢ny alebo aplikovany vyskum
Regulagné met6dy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat

Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kol6nii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alieho pouZivania v postupoch

Ak je iny Ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu: Projekt je zamerany na sledovanie metabolickej biotransformacie
jednotlivych zloZiek tymidnového éterického oleja v organizme hydiny. Ziskané vysledky
nam pomdZu objasnit’ toleranciu zvierat na rdzne koncentracie éterického oleja a ngjst’
vhodnu koncentriciu s pozitivnym vplyvom na ich zdravie. Depozicia zloZiek sledovaného
eterického oleja v tkanivach vel'mi tizko stvisi s ich metabolizmom a ovplyviiuje produkciu
bezpetnych potravin Zivolisneho pdvodu. Hlavnym ciefom predkladaného vedeckého
projektu je sledovat’ metabolicky osud hlavnych zloZiek tymidnového éterického oleja
v organizme hydiny. Po skrmovani krmiva s pridanim réznej koncentracie tymidnového oleja
svoju pozornost upriamime na sledovanie absorbcie jeho hlavnych  zloZiek
z gastrointestindlneho traktu zvierat ako aj na ich depoziciu v peeni, obligkdch a vo svale.
Bude nas zaujimat’ aj ich koncentracia v krvnej plazme. Dal$im ciePom je najst’ korelaciu
medzi depoziciou zloZiek sledovaného éterického oleja v jednotlivych tkanivach
a parametrami zdravotného stavu zvierat (antioxidagny status, imunologické parametre,
zootechnické parametre, integrita &revnej steny).

Prinos z vykonaného projektu : Eterické oleje maju pozitivny vplyv na traviaci trakt zvierat,
zlepSuju ich apetit, ovplyviiuju bakteridlnu fléru &reva a st schopné navodit’ mnoZstvo
dalsich benefitov. V stdasnosti je mnoho vedeckych prac, ktoré poukazuji na antioxidadné
Ginky éterickych olejov, na ich vplyv na fyziolégiu travenia a travenie v &ase odstavu mladat



ako aj na ich vplyv na mikrobiologickeé vlastnosti &reva. Jednou z vyhod éterickych olejov je,
Ze sa vyskytujii ako komplexna zmes zloZiek anie ako jedna zloZka, ztohto dovodu je
rezistencia na ne menej pravdepodobnd ako na jednu samotnu syntetickG zloku.
V poslednom &ase dramaticky rastie podet publikécii venovanych vyuZitiu éterickych olejov
a Specialne tych, ktoré obsahuju fenolické zloZky karvakrol a tymol. Va&ina tychto prac je
ale venovand iba produkénym parametrom zvierat (prijem krmiva, konverzia krmiva, vahovy
prirastok). Iba malo pric je zameranych na mechanizmus Gginku tychto zloZiek a ich
metabolizmus ako aj na ich vedecky podloZené iginky, ked’?e mnoho prac je venovanych iba
ich komerénému vyuZitiu.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné poéty: Projekt planujeme realizovat’ celkove na
630 ks brojleroch plemena Ross a 630 ks kurgiat nosivého plemena Isa Brown.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v riamci vykonavania
projektu: Zvieratdm nebude pocas celého experimentu spdsobovana zbytoéna bolest, strach
alebo utrpenie. Pri bolestivych stavoch bude zvieratim podany pripravok na zniZenie bolesti.
Zvierata budu oznalené prostrednictvom skupinovych zaznamovych kariet. Zvieratd v pokuse
budi pouzité iba raz a zékroky nebudii opakované. V pokuse nebude pouZity Zziadny
patogénny mikroorganizmus a budi dodrziavané zakladné hygienické pravidla.

Predpokladand troveini krutosti: Kategoria krutosti-bez moZnosti zotavenia. Na konci
pokusu budu vietky zvieratd huménne usmrtené (podl'a prilohy &. 2 k nariadeniu vlady ¢.
377/2012 Z.z.). Na konci jednotlivych pokusov delenych podra pouzitych plemien, resp.
koncentracii a druhov éterickych olejov budu zvieratd anestézované i. p. zmesou xylazinu a
tiopentalu pre naslednti laparotomiu kvoli odberom vi&ieho mnoZstva krvi intrakardialnou
punkciou a hned’ potom budu eutanédzované podanim vy$Sej davky uvedenej zmesi narkotik.

Uplatiiovanie zdasad 3R

1. Nahradenie zvierat: Na tento typ pokusu je potrebné pouZit’ zviera — hydinu a nie je mozné
ho vykonaf' v podmienkach in vitro. Na dosiahnutie ciela pokusu neexistuje alternativna
metdda bez pouzitia zvierat. Ked'Ze cielom experimentu je sledovat metabolické cesty
jednotlivych zloziek éterickych olejov ordznych koncentriciach a zéroveri pozitivne
ovpyvnit’ niektoré nutriéné hodnoty hydinového mésa a vajec je nutné pouZivat’ na ziskanie
vysledkov Zivé zvierat so zabezpetenim ich chovnych podmienok.

2. Redukcia poltu zvierat: Poéty zvierat v pokuse si minimalne mnoZstva potrebné pre
preukdzne zhodnotenie sledovania stanovenych parametrov. V experimentoch na kuréatéch st
nami zvolené poéty nevyhnutné z ddvodu vytvorenia viacerych replikatov s uréitym po&tom
zvierat, kedZe len z takto organizovaného experimentu je mozné ziskat’ dostatoéné mnoZstvo
interpretovatePnych a Statisticky preukdznych vedeckych vysledkov. Uvedené poéty boli
nami zvolené preto, aby bolo mozné jednotlivé experimenty spravne Statisticky vyhodnotit’.

3. Zjemnenie: V priebehu pokusu nebudt vykondvané bolestivé zakroky na zvieratich a bude
snimi Setrne zaobchadzané. Experiment je nastaveny tak, aby bol minimalizovany stres
pouZitych zvierat v postupe a aby bola zabezpetena primerand starostlivost. Neustale budeme
dbat’ na humanny pristup k zvieratdm. Zvieratd v pokuse budt chované v takych
podmienkach, ktoré unich nebudd vyvolavat Ziaden stres — zohPadni sa velkost
klietky/koterca podla veku zvierat, podet zvierat, svetelny a kfmny reZim apod. Vsetci
pracovnici, ktori prichadzaji do styku so zvieratami s prislugne pouleni. Vo vSeobecnosti,
uvedené experimentdlne postupy nespdsobia neprimerany diskomfort zvierat v pokuse,



v podstate sa jednd o Standardné typy pokusov (beZne pouzivané na $piCkovych vedeckych
pracoviskach) v stlade setickymi poZiadavkami. V dosledku podédvania jednotlivych
koncentracii éterickych olejov ako kimneho aditiva nehrozi zvieratdm Ziadne predavkovanie
ani intoxikacia, ked’Ze sa jedna o nizke koncentracie bez cytotoxického vplyvu.

Projekt bude podliehat’ opfitovnému schval’ovaniu: 4no  nie



Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu \f;i.,z 5 /»/ y—22/]

Nazov projektu: Laboratérny chov kliestov (Acari, Ixodidae) s pouZitim laboratérnych mysi
a morc€iat a priprava extraktov slinnych Zliaz kliestov

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:
KPacové slova: klieste, Ixodidae, slinné l'azy, bioaktivne latky
Ukel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

KlieSte maju celosvetovy vyznam ako rezervoare a prendiade rdznych patogénnych
mikroorganizmov, ktoré vyvolavaji zdvazné ochorenia 'udi a zvierat. Studium cirkuldcie
klie§tami prendSanych patogénov medzi klie§tami a hostite'mi je mozné jedine na in vivo
systémoch a zahriluje aj sledovanie nakazy kliestov patogénmi v réznych vyvinovych
Stadiach, ako aj ich trans§tadialneho prenosu v samotnych kliegtoch. K sledovaniu cirkuldcie
patogeénov je potrebné mat’ k dispozicii klieste v réznych vyvinovych §tadiach (larvy, nymfy,
dospelé€) z laboratérneho chovu, ktoré neobsahuji patogénne mikroorganizmy. V suvislosti

s ektoparazitickym spdsobom Zivota ktorého neoddeliteInou suéastou je cicanie krvi
teplokrvnych Zivo¢ichov, pocas ktorého klieste modifikuju fyziologické procesy v kozi
svojich hostitel'ov tak, aby sa tispesne nacicali krvi a aby nedoslo k ich predéasnému
odvrhnutiu hostitel'mi, kliedte vylutujt do hostitelov prostrednictvom slin nielen patogénne
mikroorganizmy, ale aj rozne biologicky aktivne latky (antikoagulanty, latky potla¢ajice
zapal, imunomodula¢né a imunosupresivne latky). Tieto latky po ich izoldcii a identifikécii
mézu mat’ perspektivne vyuZitie pri vyvoji lieéiv s pouZitim v humannej a veterindrne;j
medicine.

Vyplyvajuc z ektoparazitického spdsobu Zivota a bioldgie kliedt'ov gelade Ixodidae sa
doteraz nikde vo svete nepodarilo zaviest’ metédu ich kontinudlneho chovu na umelom
substrate. K uspe$nému vyvinu klie§tov je potrebna pritomnost’ teplokrvnych Zivoéichov
aich krvi ako zdroja potravy. V zavislosti od vyvinového $tadia, druhu kliedta a ich poctu je
v laboratériu pre ich kfmenie mozné pouZit rézne laboratérne zvieratd. Nakolko pre chov
klie§tov a kfmenie mensieho poétu a mladiich vyvinovych §tadii niektorych druhov kliest'ov,
resp. pre pilotné Studie v ktorych sa testujii biologické aktivity extraktov slinnych Zliaz
malého poctu klie$t'ov, nie je potrebné pouzit’ védsie zvierata, predloZeny projekt je
dopliiujici k uz schvalenému projektu, v ktorom sa pouzivaju kréliky.

Zéakladnym cielom predloZen¢ho projektu pokusu je laboratérny chov kliegtov pre
pouZitie vo vedeckych projektoch (narodnych aj medzindrodnych), ktoré st zamerané na
sledovanie interakeif klie3t’ — hostitel’ - klie§ami prendgané mikroorganizmy, na pripravu
extraktov slinnych Zliaz klie$t'ov za ielom izol4cie bioaktivnych zloZiek a na sledovanie
expresie génov v slinnych Zlazach kliedt'ov pocas cicania a nakazy mikroorganizmami.

Prinos z vykonaného projektu

PouZitie laboratérne dochovanych kliedtov je nevyhnutné pre plnenie cielov vedeckych
projektov, ktorych rieSenie bolo schvalené a je financované narodnymi vedeckymi agentirami
a europskou komisiou, a v ktorych sa sleduje: 1. mechanizmus prenosu patogénnych
mikroorganizmov klie§t'ami na Grovniach kliest - patogén — hostitel’; 2. modulacia obrannych
mechanizmov hostitelov (hemokoagulécia, imunitna odpoved’, zépal, hojenie ran)



prostrednictvom bioaktivnych zloZiek v slinnych #I'azach kliestov; 3. expresia génov

v slinnych Zl'azach kliestov poéas cicania a nakazy mikroorganizmami; 4. identifikédcia
antigénov v slinnych 7lazéch klie§tov, ktoré mozu sluzit ako kandidati pre pripravu vakein
proti klie$tom a vakein ktoré blokuju prenos patogénov.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné poéty: laboratérne mySi v pocte 750 ks, mor¢ata
v pocte 40 ks.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v rimei vykondvania
projektu:

Nepredpoklada sa nutnost’ aplikécie pripravkov na tlmenie bolesti a ak sa predsa spozoruje
zmena spravania, ktora by mohla stvisiet s bolestou, zvieratam poddme pripravok na timenie
bolesti v dévke predpisanej prislusnym vyrobcom. V pripade svrbenia pokozky sa bude
lokélne aplikovat’ pripravok na vy&istenie a dezinfekciu pokozky a ran.

Predpokladana iroveri krutosti: Stredna

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat: Pre pldnované pokusy neexistuju alternativne metody. V projekte sa
viak sleduje a uplatiiuje najnovsia legislativa v stvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na
vedeckeé Gcely, ktort uzdkonil Eurdpsky parlament (smernica 2010/ 63/EU) a Nariadenie
Vlady SR (Zbierka zékonov &. 377/2012) a Vyhlaska 436 Ministerstva pddohospodarstva a
rozvoja vidieka SR.

2. Redukcia poétu zvierat: Planovany poéet zvierat je maximélny a je v fiom zahrnuty podet
potrebny pre pokrytie poZiadaviek riesitelov vedeckych projektov, v ktorych je planované
pouZitie rdznych druhov a vyvinovych $tadii kliestov. Pouzitie zvierat sa obmedzf na
nevyhnutné minimum. Opdtovné pouZitie zvierat nie je moZné, pretoZe zvieratd, na ktorych
cicaju klieste, vytvaraju protilatky proti slinnym antigénom klie$t'ov, &o vyvolava pri cicani
dalsich kliestov hypersenzitivau reakciu a nasledne nedostatodné cicanie a3 tthyn klie$t'ov.
Takeéto klieSte uz nie je moZné pouzit ani pre d’alsi chov, ani pre odber slinnych Zliaz za
ucelom sledovania dynamiky produkeie biolo gicky uCinnych latok v ich slinnych Zlazach

s cielenou purifikdciou uéinnych latok, & sledovanie expresie vybranych génov.

3. Zjemnenie: Mysi a morcatd budt podas celého pokusu drzané za $tandardnych podmienok
podla platnej normy EU, pricom sa budi redpektovat’ zakladné etické principy poZadované
pri zaobchddzani s pokusnymi zvieratami. Po&as celého pokusu sa budu dodrZovat’ postupy
maximalne zjemiiujice pokus. Zvieratam bude zabezpecena $tandardna starostlivost’, ktora
bude vykondvat' koleny personél - pracovnici pokusného zariadenia. Denne sa bude
vykonavat’ kontrola zdravotného stavu zvierat. Ani v jednom $tadiu pokusu nebudit mat’
zvieratd obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun potravy a vody. :

Projekt nebude podliehat’ opitovnému schvalovaniu



Priloha ¢ 2

Nazov projektu: Hodnotenie protinddorovych uéinkov rastlinnych funkénych potravin v
modeli rakoviny prsnika _ 4 i ///5’_—22_4

Netechnické zhrnutie projektu

a) Informadcie o ciel’och projektu:

Cielom projektu st in vivo Stadie, v ktorych budeme analyzovat’ antineoplasticky Gé¢inok
prirodzenych substancii v modeli rakoviny prsnika u samic potkanov. Postupy budu tvorit
dlhodobé Studie s chemicky indukovanou mamérnou karcinogenézou u samic potkanov.
Postupne vyhodnotime tumorsupresivnu efektivitu tymidnu (Thymus vulgaris), $alviu
lekarsku (Salvia officinalis), kdpor vonavy (Anethum graveolens), vytazok semena pagastanu
konského (desculus hippocastanum),  $korice ¢&inskej (Cinnamomum cassia), & inej
prirodzenej substancie.

V experimentoch budu zvieratd tyZdenne vaZené a palpované. Pri pitve odoberieme krv,
nadory vypitveme a vyhodnotime pripadné makroskopické zmeny na sledovanych organoch.
V jednotlivych skupinach S$tatisticky vyhodnotime parametre mamarnej karcinogenézy:
frekvenciu, latenciu, incidenciu, objem nadorov. Vykondme histologicku typizaciu nadorov,
ich grading a staging. Stanovime vybrané parametre plazmatického lipidového
a sacharidového metabolizmu (predpokladané su preventivne ucinky fytosubstancii aj
u kardiovaskularnych ochoreni) a vplyv prirodnych latok na telesnti hmotnost’ a prijem
potravy. Budeme hodnotit” mechanizmus uéinku pouZzitych substancii (Western blot analyza
markerov v mamarnych nddoroch). Vyhodnotime parametre apoptozy (Bcl-2, Bax, kaspéza-3,
prip. iné), angiogenézy (VEGF, VEGFR-2, FGFb) a proliferacie (Ki67). Stanovime parametre
oxida¢ného poSkodenia v naddorovych bunkach (malondialdehyd, dityrozin, konj.lyzin).

b) Prinos projektu:

Na zéklade protinddorovych vlastnosti mézu fytochemikélie v prirodzenych substanciach
priniest’ pre klinickd onkologiu nové terapeutické pristupy v ¢i uz v chemoprevencii alebo v
lie¢be nadorového ochorenia. Na naSom pracovisku sa problematikou experimentélnej
mamaérnej karcinogenézy zaoberame vyse 17 rokov, pri¢om analyze protinadorového uéinku
fytofarmak/fytosubstancii sa venujeme posledné 4 roky.

Vyhody diéty bohatej na rastlinné zlozky spoéivaju v komplexnom pdsobeni vel'mi
Sirokého spektra fytochemikalii. Prave aditivne a synergické pdsobenie fytochemikalii
zodpovedd za ich antioxidacné a protinadorové uéinky. Tato skutoénost’ vysvetluje fakt,
preco samostatne aplikovany antioxidant nemdze nahradit’ kombinované pdsobenie desiatok
roznych fytochemikalii pritomnych v rastlinnych produktoch anemoéze dosiahnut s nimi
porovnatelné uéinky na zdravie ¢loveka (Liu, 2004).

V experimentdlne] rakovine prsnika in vivo a in vitro doteraz neboli hodnotené
antineoplastické u¢inky ani jednej z prirodzenych substancii, ktoré planujeme testovat.
Tymidn je zaujimavy obsahom fenolickych l4tok, saponinov a steroidnych latok (Bozkurt et
al., 2012). Salvia sa vyznaduje vysokym zastipenim hlavne flavonoidov, zvIast alfa-tujon,
kamfor, borneol, gamma-murolen (Russo et al., 2013). Chemicka analyza képru zistila
pritomnost” 35 fytochemikalii — ato hlavne karvon, alfa-felandrin, limonin, 2-propanon,
dillapiol, linalool, kyselinu linolénovu, trans-anetol, p-anisaldehyd, myristicin, kyselinu
rosmarinovi a iné (Orhan et al., 2013, Isbilir et al., 2011). LieCebné u¢inné latky v semenach
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pagaStanu konského tvori zmes triterpénovych saponinov — escin, aglikony, protoescigenin,
baritogenol a flavénové glykozidy a katecholové triesloviny (MojZisové et al., 2009). Skorica
je bohata na anthokyaniny, cinamaldehyd, eugenol, cineol, cinamyl acetét.

Chceme zdoraznit, Ze rieSenim tohto projektu ziskame prvotné experimentalne
vysledky, ktoré méZzu byt vel'mi prinosné pre klinicka prax. V projekte budeme analyzovat
zdkladné parametre tumorového rastu a uré¢ime histologicku typizaciu nadorov. Budeme
hradat’ mechanizmus tcinku oéakavaného chemopreventivneho pésobenia pouzitych farmék.
Vyhodnotime celkové vedlajdie téinky latok na organizmus zvierat, stanovime parametre
lipidového a sacharidového metabolizmu. Prinosné bude porovnanie in vivo a in vitro Géinkov
fytosubstancii.

c) Pocet a typ zvierat:

V projekte pouzijeme panenské samice laboratornych potkanov kmena Sprague-Dawley
v celkovom poéte 375 kusov.

Predpokladana doba rieSenia projektu — 3 roky (1. 1. 2016 - 31. 12. 2018), pocas ktorych
uskutoénime 5 pokusov, pricom v kazdom pouzijeme 75 zvierat.

d) Preukdzanie siiladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

K metéde pouzitej v predkladanom projekte nie je mozné vyuzit’ alternativne metody,
pretoze chemopreventivum sa musi testovat’ aj na celistvom organizme, nestaci iba testovanie
in vitro na bunkovych linidch, vzhl'adom na to, Ze pri tychto experimentoch nie je mozné
sledovat’ komplexny vplyv vSetkych parametrov a sucinnosti v celistvom organizme. Tymién,
képor, pagastan, Skorica ani Salvia neboli doteraz testované v uvedenom modeli mamarne;
karcinogenéze u potkanov (vid’ priloZené vypisy z Web of Science).

Pilierom eurdpskej politiky v oblasti ochrany zvierat je uplatiiovanie zasady 3R
(Replacement, Reduction, Refinement — nahradenie, zniZenie, zdokonalenie), prostrednictvom
ktorého by sa malo zniZit’ pouzivanie zvierat na u€ely vyskumu, vedy a schvalenia vyrobku.

Najpouzivanej$im laboratérnym modelovym zvieratom si hlodavce, pretoZe maju
mnohé jedineéné vlastnosti, ktoré ich predurcuji k ziskavaniu a hodnoteniu vSeobecnych
principov experimentalnej onkologie. Potkan je najniz§im druhom zivoéichov, ktory
vyhovuje danému typu experimentov, t.j. nie je nahraditelny inym druhom. Hlavnou vyhodou
pouzitia potkanov je to, Ze ich naddory mlie¢nej Zlazy sa vel'mi podobaju ludskym, tak
v etiologii ako aj v patoldgii (Medina et al., 1982). Velmi ddéleZzitym kritériom
v experimentalnej onkoldgii na definovanie terapeutickych moZnosti alebo karcinogénnej
aktivity farmaka je spontdnny vyskyt tumorov. Vdaka spontdnnemu vzniku nadorov pri
dlhodobych stadiach st potkany vhodnym modelom pre imitdciu situacie u I'udi (Anderson,
1992). Napriek skutoénosti, Ze pri analyze niektorych genetickych zmien st mysSi
neocenitelnym zvieratom, ich nevyhodou v porovnani s potkanom st ich slabSie moZnosti
v reprodukovatelnosti molekularnych procesov iniciacie a promocie nadoru. Mys$ je nevhodné
pre §tudium chemoprevencie pre virusovy pdvod vieSiny nadorov.

V kazdom pokuse pouzivame minimalny pocet zvierat (n=75; 3 experimentalne
skupiny po 25 zvierat), ktory je potrebny na ziskanie signifikantnych vysledkov po



Statistickom hodnoteni a ktory je este akceptovatel'ny vedeckou komunitou (zachovanie
validity a reprodukovatelnosti experimentu).

Spdsob manipuldcie so zvieratami a starostlivost o zvieratd pocas postupu bude v
sulade s poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni vlady SR ¢ 377/2012 Z.z. a Vyhlaske
Ministerstva pddohospodarstva a rozvoja vidieka SR &. 436/2012 Z.z. Co sa tyka zasady
zjeminiovania pokusu, charakter pokusu nevyzaduje pouZitie anestézy ani analgetik, iba
v pripadoch velkej bolesti. Podas celého priebehu pokusu nebudi zvieratd vystavené
bolestivym zakrokom.

S (m“\#m( /90 ' AL anf = b



Prilcha 3

NETECHNICKE. ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu:
Imuniza¢na $tidia na mysiach.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: QZ¥¥—4 / 4 T_"ZZ4

KPucové slova v projekte:
BGs, vaccine, PEDV, bacterial ghosts, mice

Uéel projektu: Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Cielom projektu je testovanie novej profylaktickej vakciny uréenej na aktivnu imunizaciu
zdravych oSipanych proti virusu prasacej epidemickej hna¢ky PEDV. Vakcina bola vyvinutd
na zklade technologie Bakteridlnych Ghostov (Bacterial Ghosts= BGs) kmeria E.coli NM522
exprimujucich rekombinantny antigén - Porcine Epidemic Diarthea Virus Spike Protein
(PEDV-SP).

Predklinické testovanie na mySiach je nevyhnutné na overenie G&innosti vyvinutej vakciny
indukovat’ v organizme bunkovil a humoréalnu imunitnt odpoved’ voéi pouZitému antigénu.

Pfinos z vykonaného projektu:

PEDV patriaci do skupiny virusov spdsobuje vysokoinfekéné ochorenie s vysokou morbiditou
a mortalitou u o$ipanych, predovietkym u novorodenych mléd’at. Ochorenia vyvolané PEDV
maju negativne hospodarske dosledky.

Vysledky ziskané zo $tidie na mySom modelovom systéme budd nasledne aplikované v
dalSej faze projektu, kde bude vakcina aplikovani na cielovy organizmus (o¥ipané) za
ticelom vyvolania protektivnej imunity proti PEDV patogénu.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:

Balb/cl mysi, samce, 18-20g — 55 zvierat

Projekt sa bude skladat’ z Gasti testovania potencidlne neZiaducich ucinkov po podani BG
vakeiny (4 zvieratd) a z vlastnej imunizagnej §tudie (5 skupin po 10 zvierat), jedno zviera
bude ako rezerva.

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

Vzhladom na to, Ze je planovany predpokus na 4 zvieratich na optimalne nastavenie
aplikovaného mnoZstva vakciny pre hlavny pokus, v ramci vykondvania projektu
nepredpokladdme nepriaznivy vplyv na pouZité zvieratd. Akékolvek zhorSenie zdravotného
stavu zvierat bude konzultované s veterinirnym lekdrom a tieto zvieratd v pripade tazkych
stavov budu huméanne utratené.
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Priloha 3

Predpokladana arovei krutosti:

Jednotlivé postupy (s.c. aplikécia, odbery krvi ) buda vykondvané v celkovej anestéze; podla
klasifikacie krutosti boli hodnotené ako slabé.
Zvieratd prejavujice bolest’ budi huménne utrateng,

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Test na zvieratach sa neda nahradit’ alternativnymi metédami in vitro. Bunkové linie, ako in
vitro modely, nepredstavuju dostatoéne vhodny systém na testovanie komplexnych
imunobiologickych bunkovych procesov. NavySe extrapoldcia vysledkov ziskanych in vitro
na redlny stav in vivo nie je moZnd, nakolko neposkytuje komplexnt informaciu o
indukovanych zmenach na trovni imunologicky déleZitych organov, endotelov a epitelov,
ako aj imunokompetentnych buniek z hladiska dlhodobych uginkov vakcinscie (indukcia
protektivnych protilatok, imunologicka pamit’, reakcia na restimulaciu infekénym agens).

2. Redukcia poé&tu zvierat:

Po déslednom zvazeni a optimalizacii imunizaénych protokolov sme minimalizovali pocet
zvierat v jednotlivych skupinach na 10 ks. Tento pocet predstavuje najmensie mnoZstvo
vzhladom k planovanym imunologickym a hematologickym analyzam a k mnoZstvu
ziskaného biologického materidlu (periférna krv, plnd venézna krv, slezina). Tento podet
zvierat sti¢asne zaist'uje reprodukovatelnost’ a validitu experimentu.

3. Zjemnenie:
Pri aplikacii a manipulacii so zvieratami budt uplatfiované postupy zamerané na zniZenie

miery strachu. Jednotlivé postupy (s.c. aplikécia, odbery krvi ) budu vykonavané v celkovej
anestéze.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: ane nie
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Netechnické zhrnutie projektu L9 14 / 1 T/&Z%

Nazov projektu: Skiimanie postnatalnej neurogenézy vo vzt'ahu k neurodegenericiam

Kracové slova v projekte: neurogenéza, faktory vonkajsieho prostredia, neurodegenerécia,
¢uchovy systém

Uéel projektu”: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Tvorba a zanik novych buniek zohravaju zasadnt tlohu pri vyvine mozgu a pri zachovani
jeho homeostizy v obdobi dospelosti. Porugenie rovnovdhy medzi tymito procesmi bolo
zaznamenané pri neurodegenerativnych ochoreniach. Patogenéza tychto choréb doposial’ nie
je znama. Predpoklada sa, Ze fenomén postnatélnej neurogenézy, resp. jej poruchy mozu
suvisiet’ s rozvojom neurodegenerativnych ochoreni. Z nagich predoSlych zisteni vyplyva, Ze
nepriaznivé environmentélne podnety mézu indukovat zmeny v neurogenéze v uchovom
systéme potkana. Ciefom navrhovaného projektu je overit hypotézu o tom, Ze existuje
vzéjomna suvislost medzi neurogenézou a neurodegenerdciou. Budeme sktmat’, & urdité
zmeny v neurogenéze v Cuchovom systéme prebichajii stdasne s véasnymi symptomami
neurodegenerativnych chordb, ako st depresia, uzkost, alebo &uchové dysfunkcie.

Prinos z vykonaného projektu

Predpokladanym prinosom naSich experimentov bude zistenie funkénych nasledkov
vystavenia novorodenych a dospelych potkanov nepriaznivym faktorom prostredia, ako st
elektromagnetické Ziarenie, neonatalny a &uchovy stres. Ststredime sa na analyzu takych
foriem sprdvania, ktoré prebiehaji sulasne s v€asnymi, premotorickymi symptémami
neurodegenerativnych ochoreni: depresia, tizkost’ a duchové dysfunkcie. Tieto pozorovania
taktieZ prispeju k pochopeniu funkéného vyznamu postnatilnej neurogenézy.

Skumanie vplyvu exogénnych faktorov na neurogenézu v bulbus olfactorius (BO) nam povie,
¢i environmentdlnymi faktormi indukované zmeny v proliferacii, odumierani a diferenciacii
buniek v rostralnej migratnej drahe sa odrazia aj na neurogenéze v BO, ktory predstavuje
cielové miesto pre novovznikajtice neuroblasty.

Korelacia medzi morfologickymi pozorovaniami v BO a funkénymi nasledkami — zmenami v
spravani zvierat pomocou $tatistického softvéru, vytvoreného Specidlne pre tento ucel nam
umozni jednoduchi predikciu vplyvu pouZitych faktorov pri ich r6znych kombindcidch a
intenzitach.

Ziskané vysledky by mohli prispiet’ k pochopeniu tilohy postnatalnej neurogenézy v
patogenéze neurodegenerativnych chordb, ¢o by mohlo viest’ k zvaZovaniu tohto fenoménu
pri prevencii a vyvoji novych liegiv.



Druhy pouzitych zvierat a ich predbe#né pocty:
V experimente budii pouZité potkany kmetia Wistar albino oboch pohlavi v pocte 80 ks

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

Zvieratd podas experimentu nebudd vystaven€ ziadnemu operaénému zdkroku. Ovplyvnenie
neurogenézy budeme robit’® pomocou vystavenia neonatalnych a dospelych potkanov
pdsobeniu vonkaj$ich faktorov: oddel'ovanie mladat od matky po dobu dobu 180 minut po&as
prvého tyZdfia po narodeni, preZivanie do dospelosti; elektromagnetické Ziarenie denne po
dobu 1 az 3 hodiny a vystavenie dospelych zvierat umelej véni denne na dobu 20 mintit pocas
troch tyZdtiov. Nase predchadzajuce skiisenosti s tymito exogénnymi faktormi potvrdili, Ze na
celkovy zdravotny stav zvierat nemaji vplyv. Ofakdvame zmeny v spravani zvierat, ktoré
budi detegovatel'né behavioralnym testovanim.

Predpokladani drovei krutosti:

Predpokladdme, Ze postupy, ktoré budeme vykonavat’ budu ,,slabé“ podla Klasifikacie
krutosti postupov - prilohy &. 4 k nariadeniu vlady ¢.377/2012 Z. z.

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Po zadani kI"i€ovych slov tohto projektu nebola v databaze European Centre for Validation of
Alternative Methods (http://altweb.ihsph.edu/news/current/ecvamdb-alm.html) ndjdena Ziadna
alternativna metdda.

2. Redukcia poétu zvierat:

V experimentalnych skupinich pouZijeme minimélny podet zvierat (6-8). Tento pocet je
nevyhnutny pre behavioralne testovanie a aby bolo mozné vysledky tatisticky vyhodnotit.

3. Zjemnenie:

So zvieratami buda ohladuplne manipulovat’ skiiseni vedecki pracovnici a doktorandi
(prirodovedci, veterinarni lekari).

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: 486  nie



