Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Analyza post-traumatickych zapalovych a regenera¢nych procesov pozdiz
rostro-kaudélnej osi miechy po podani mezenchymovych  kmeflovych  buniek:
imunohistochemickd a neuroproteomick4 stadia.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: ﬁ3¢ 7// S‘»—ZZV

KIaéové slovd v projekte (max 5 slov): porancnie miechy, regenerdcia, kmetiové bunky
dospelé, proteomika, MALDI
Utel projektu’: Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulatné metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z.z.)
Ochrana zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Pudi alebo
zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolonif geneticky zmenenych zvierat bez ich daldicho
pouZzivania v postupoch

Ak je iny tGcel projektu, uvedie sa aky

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

Cielom projektu bude ovplyvnenie viacerych post-traumatickych faktorov v segmentoch nad
a pod poranenim miechy (PM) a to pomocou bunkovej terapie mezenchymovymi kmetiovymi
bunkami-MSC. Objasnime mechanizmy pdsobenia MSC a ich produktov za uéelom: i)
zniZenia pro-zépalovych cytokinov uvolnenych z mikro glie/makrofagov v PM a ii) stimuldcie
prerastania nervovych vldkien v in vivo systéme. Pomocou hmotnostnej spekirometrie,
zobrazovacej analyzy a imunohistochemickych technik ziskame globélnu mapu chemokinov,
cytokinov a trofickych faktorov pred a po aplikacii bunkovej terapie.

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

V stcasnosti neexistuje Ziadna G¢inn4 lie¢ba pre poranenu miechu. Dlhodob4 lie¢ba pacientov
s PM sa stistred’uje na rehabilitaciu, odstrafiovanie bolesti, spasticity a prevenciu komplikécif.
Vyskum v oblasti mechanizmov neuroprotekcie sa teda zaobera vysoko aktualnou
problematikou z medicinskeho hladiska. Ocakévame, ¥e dékladna proteomickd analyza
amapovanie expresie protefnov v neurénoch a glii prinestt nové origindlne poznatky o
mechanizme neuroregenerdcie a plasticity. Nasledna proteomickd analyza vyraznym
spdsobom prispeje k odhaleniu podstatnych aspektov tychto mechanizmov prostrednictvom
cielenej identifikdcie latok proteinovej povahy, nachddzajucich sa v proteéme nervovych
buniek vrostrdlnom  versus kaudalnom segmente miechy. Vysledky ohladom zmeny
proteomu po aplikicii bunkovej terapie budu kli€ovym faktorom k potvrdeniu
neuroprotektivnych a imunomodulaénych vlastnosti dospelych MSC.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné pocty:
V experimentoch budu pouzité laboratdrne potkany (Rattus norvegicus) kmefia Wistar, samce
v pocte 210 ks na celt dobu riedenia.



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

Navodenie traumatického poskodenia miechy podl'a $tandardného modelu SCI sa uskutoéiiuje
chirurgickym zakrokom v celkovej inhalagnej anestéze. Anestetizovanym potkanom do
obluka stavca Thl0 vyvftame otvor, cez ktory zavedieme do epidurdlneho priestoru 2F
Fogartyho katéter az na troveit Th8-Th9 miechy. Epidurdlne umiestneny balénik naplnime
vymedzenym objemom tekutiny (12,5 ul) a nechame pdsobit’ 5 minnt. Po uplynuti ¢asového
intervalu z balénika odoberieme tekutinu a vytiahneme. Model sposobi neurodegenerativne
zmeny v najcitlivej$ich bunkovych populdcidch v mieche v rostro- kauddlnom smere s
tvorbou cyst, ktoré sa navonok odrazia v strate sivej a bielej hmoty a paralyze panvovych
koncatin. Zvieratd dosahujui na 24hodin po poraneni BBB skére 0, Ziadna pohyblivost’
panvovych koncatin, aviak v priebehu 7 dnf dochidza ku spontannej regenerdcii, kedy
dosiahnu BBB skére maximalne 12-14.

Injekénd aplikdcia MSC / dospelych mezenchymovych kmeilovych buniek, alebo ich
produktov - sekretémov, &o si vlastne biologicky aktivne latky sa pouZiju na zvySenie
regeneraénej kapacity v poranenych segmentoch miechy. Kompresny model poranenia
miechy ako aj injikovanie kmenovych buniek, alebo ich produktov sa vykondva v celkovej
inhalatnej anestézii. Zvieratd po zdkroku vykazuji prechodnt vplnti  paralyzu panvovych
koncatin. Zvieratd st denne monitorované a v tyZdilovych intervaloch testované na BBB
skore.

Predpokladana tdroven krutosti:

Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznadit’ ako
»Strednia®,

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie preco sa nemdze pouzit’ alternativna
metoda bez pouzitia zvierat)

Traumatické poranenie miechy s naslednym  prezivanim a transplantciou adultnych
kmeilovych buniek sd procesy dynamické, tazko predvidatelné a zavisiace na mnohych
endogénnych a exogénnych faktoroch. Z tychto dévodov nie je moZné uskutoénit’ dané
experimenty alternativnym spdsobom bez pouZitia zvierat. Okrem toho, pokus nie je mozné
vykonat” alternativnym spdsobom, pretoZe sa jednd o findlne testovanie fyziologickych a
patofyziologickych t¢inkov.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouZzije redukeia,
objasnenie toho, Ze sa pouzil minimélny mozny podet zvierat)

Pocet 210 ks zvierat bol stanoveny vzhFadom k tomu, Ze predpokladdme individualnu
variabilitu vysledkov, z tohto dévodu planovany podet 5-9 kusov zvierat v experimentalnych
skupindch je podfa naSich doterajsich skdsenosti najniz8i vhodny poéet pre ziskanie
Statisticky vyznamnych vysledkov s prihliadnutim na Gspe$nost modelu, ktord jeho autori
odhadujti ako 70- 80%-nt (hlavne pri dlhodobom 60 driovom preZivani). Skupiny zvierat
v postupoch, uvedenych v prilohe & 1 st nevyhnutné na ziskanie relevantnych vysledkov ako
stavu poSkodenia, tak aj neuroprotektivnych G&inkov poddvania adultnych kmetiovych
buniek, alebo ich produktov v komplexnom pohlade na mechanizmus téinku. Tkanivo
z poranenej miechy neméze byt’ pouzité na biochemicko-proteomické analyzy a zéroveit aj na
histologické a imunohistochemické analyzy. Uvedend skutocnost vyplyva z rozdielnych
poziadaviek aplikovanych metéd na stav a2 pavahu  Studovaného  thaniva, WV pripade
biochemicko-proteomickyceh analyz je nevvhnuiné thanivo v o moino najkratiom ¢
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extraket zmrazil — teda zachoval v povodnom stave, aby sa pre » movne} degradacii
bielkovin, Imunohistochemické g hi rstologické analdzy si na d}. i h.«:;u strane vvzadujd fixdciu
tkaniva pomocou ll“m( ¢ho roztoku.

REDUKCIA POCTU ZVIERAT: Za (e elom minimalizdcie podtu pouz
pocty zvierat v experimentilnych skupindch zredukovali z 9ks na Ths (3-21 d
a v sham skupine na $ls, Podet 7ks je minimalny podet pre st

2 moznh individudlnu variabilitu,  Podel zvierdl v skupine s

ch zvierat sme
wé prezivanie)
itickd hodnotenie, s ohl a dom
hodobym prezivanim. L. j. 60
dnf, sme ponechali v pévodnom  stave {9ks)  zdivodu zvviene] pray dvpm]obuom
rozdielnosti prichehu reger neracnyeh procesov u jednotliveoy pocas dlhodabého prezivania

i
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i

3. Zjemnenie:
Vsetky zakroky, ktoré budd na zvieratich uskutoénené, budi vykonavané pod celkovou
anestéziou, t. j. nebudu pre zvieratd bolestivé,

Projekt bude podlichat’ opatovnému schvalovaniu: 4no nie



Netechnické zhrnutie projektu:

Ndzov projektu: Overenie Gi¢innosti antiadhezfvnych prostriedkov obsahujtcich furan, resp.
palmitét hyaluronanu na modeli pooperagnych adhézii u potkanov

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 5444/-45‘-—224
KPucové slova: pooperatné adhézie, model, potkan, furan a palmitat hyaluronanu

Ucel projektu:
- aplikovany vyskum s cielom zabrénenia a prevencie chordb, poskodenia zdravia
¢loveka, pri vyvoji zdravotnickych vyrobkov.

Ciele projektu:

Produkty, u ktorych sa planuje pouzitie pri chirurgickych operdciach u 'udi, sa musia
otestovat’ antiadhezivne vlastnosti latok na modeli bruSnych pooperaénych zrastov. Ako
najvhodnejsi druh pre testovanie inhibicie adhézie sa uvadza laboratorny potkan.

Ciefom projektu je overit udinnost textilif obsahujicich furan, resp. palmitat
hyaluronanu v troch modifikdcidch a folie z palmitdtu hyaluronanu na proces vzniku
pooperacnych adhézii v brudnej dutine u zdravych potkanov po obdobi 14 dnf, resp. 30 dni.

Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladanym prinosom bude ziskanie novych origindlnych poznatkov o
mechanizme ut&inku latok s potencidlnym antiadhezivnym efektom na pooperagné zrasty
v brusnej dutine po chirurgickych zdkrokoch u zdravych potkanov. Najudinnejsia latka sa
vyberie pre prevadzkové podmienky pripravy novych zdravotnickych prostriedkov. Poznatky
ziskané z predkladaného projektu budu takisto podkladom pre vyvoj dal§ich novych a
bezpetnych zdravotnych pomdcok v chirurgii pre zabrdnenie vzniku zrastov s perspektivou
vyuZitia vo veterindrnej a huménnej medicine.

Druh pouZitych zvierat a ich predbeiné poéty:

V postupe sa pouZiju potkany vo veku 10 — 12 tyzdiiov, stelesnou hmotnostou
vrozsahu 270 — 290 g. Poéet 75 zvierat postatuje pre stanovenie u&innosti zdravotnickych
pripravkov pri zvieracom modeli brusnych pooperacnych zrastov a porovnanie s negativnou
kontrolou.

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

Potkany sa podrobia operdcii v celkovej i lokédlnej anestézii, ktord vychddza
z predpokladaného spdsobu uZivania zdravotnickeho pripravku, tj. jednorazové aplikécia
implantatov pri chirurgickych zékrokoch v bruSnej dutine. Pooperaény stav a doba
pozorovania 14, resp. 30 dni st optimélne pri eliminacii nepriaznivych vplyvov na zdravie
zvierat dennym poddvanim analgetik.

Predpokladame, Ze ujma na pouZitych zvieratdch bude len v prvych dvoch diioch po
operacii, kedy sa uskuto&ni proces hojenia vititorného poranenia. Pocas vSetkych tikonov sa
bude eliminovat’ stres a utrpenie podanim celkovej anestézie a dennej aplikacii analgetik. Z
hl'adiska bezpe¢nosti budiceho zdravotného prostriedku pre ¢loveka prinos projektu vyrazne
prevy$uje uimu u experimentalnych zvierat.



Predpokladana aroveii krutosti:
Predpokladdme, Ze postupy vykonédvané na zvieratdch budi strednej urovne krutosti podla
klasifikdcie krutosti postupov.

Sulad s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia
Nahradenie (replacement)

V stcasnej dobe neexistuje validovana alternativna metdda testovania antiadhezivnych
vlastnosti latok na modeli brusnych pooperaénych zrastov. Pouziva sa klasickd in vivo
metoda. Potkan laboratory je systematicky najnizsie postaveny druh vhodny pre posudenie
G¢inkov zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Obmedzenie (reduction)

Aby vysledky sledovania antiadhezivnych vlastnosti latok na modeli brusnych
pooperacnych zrastov mali uréitd vypovednd hodnotu, musi sa pouzit’ dostatoény podet
zvierat. Pélndst’ zvierat v dvoch &asovych usekoch (na 1 latku) je optimalny podet potrebny
pre sledovanie u¢inkov zdravotnickych prostriedkov na modeli brusnych poopera¢nych
adhézif a nemdze byt’ redukovany. Pouziju sa samci potkanov.

Zjemnenie (refinement)

Nakolko pri testovani antiadhezivinych vlastnosti latok na modeli brusnych
pooperacnych zrastov sa jednd o operagny postup, v ktorom dobry zdravotny stav a dobra
kondicia zvierat hrajti vel'mi délezitt rolu, starostlivosti o zvieratd ako i manipuldcii s nimi sa
bude venovat’ velkd pozomost’. Zvierata budt osetrované skusenymi pracovnikmi a budt pod
neustalym dohPadom veterindrneho lekéra. Postupy pouzivané pri aplikacii implantatov majt
strednti turoveni z hl'adiska spdsobenej bolesti a stresu, preto bude zvieratim podand celkova
i lokélna anestézia pri operacii s naslednou aplikdciou analgetik, ktoré sa budi d’alej podavat
denne pocas trvania §tudie. Na zabranenie vzniku pooperacnych zapalovych reakcif sa pouZije
antibiotikové krytie podas prvych troch dni. Operatné zékroky budi vykondvané skiisenym
odbornym pracovnikom s dlhoroénou praxou.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schval’ovaniu: nie
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»Metastatické nadory umo¥nené hypoxickym mikroprostredim v nadore*,

Kricové slova: hypoxia, nadorové mikroprostredie, radioterapia

Utel projektu:

1. Ciel’ projektu:

Cielom projektu je sledovat’ vplyv nizkych davok externého Ziarenia na citlivost’ resp.
rezistenciu zdravého tkaniva na nasledné vysoké terapeutické dévky Ziarenia. Mysi buda
vystavené nizkej (0,3Gy) a/alebo vysokej (3,0Gy) davke Ziarenia a bude sledovany vplyv
na prezivanie.

2. Prinos z vykonaného projektu

Ziskané vysledky mézu poméct ku skvalitneniu lietby onkologickych pacientov
Rédioterapia je jednou zo zékladnych lie¢ebnych modalit v terapii nddorového ochorenia.
Jej nedostatkom je poskodenie aj zdravého tkaniva a nedostatoéna davka v zavislosti od
lokality a citlivosti nadoru. Vysledky navrhovanych pokusov by mali prispiet
k optimalizicii radioterapie onkologickych ochoreni. Ich overenie v predklinickych
Studiach na zvieratdch je nevyhnutné

3. Pocet a druh pouZitych zvierat:
Mys laboratorna kmene BDA/2 a C57/b16 96 a 96 jedincov.

4. Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rameci
vykondvania projektu:

OZarovanie nizkou davkou nebude mat’ bezprostredne negativny vplyv na zvierata, pri

zavaznom zhorSeni zdravotného stavu (pri podani vysokej davky Ziarenia) budu zvierata

eutanazované letalnou davkou tiopentalu.

5. Predpokladanai diroveii krutosti:
Postupy st hodnotené ako kruté

6. Silad s poZiadavkami ,,3R“
Nahradenie
Pred zacatim experimentov na laboratérnych zvieratich boli vykonané
experimenty in vitro a boli nastavené zékladné parametre postupov.

Obmedzenie:

Podet zvierat v skupinach je minimalizovany tak, aby mohli byt’ ziskané vysledky
Statisticky vyhodnotené. Pouzitie dvoch kmetiov laboratérnych my3i je potrebné
za Gcelom vyliidenia, Ze odpoved’ na oZiarenie Je Specificka len pre jeden kmeii
laboratérnych mysi.

Projekt nadvézuje na predchadzajiice experimenty s pouZitim zvierat, zakladné
parametre U¢inkov in vivo sl zndme a umonia zredukovat pocet zvierat.



Zjemnenie:

Mysi budii drzané v skupinéch umozitujicich prirodzené sociélne spravanie so
stalym prisunom potravy a pitnej vody. Na projekte sa budt podielat’ len skiiseni
pracovnici vySkoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami Vigsina pozorovani
bude prebiehat’ bez toho, aby zviera opustilo prostredie svojej klietky

7. Spiitné posidenie projektu:
Vzhl'adom k tomu Ze postupy boli klasifikované ako kruté, projekt podlieha spétnému
posideniu. Toto bude moZné vykonat po jeho ukonéeni do 30. 4 2018.



Priloha ¢. 2
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Nézov projektu:
Vyuzitie Fudskych mezenchymovych stromalnych buniek izolovanych zo zubnej drene na cielent:
génovu terapiu gliGmov

KPacové slova:
Glioblastém, génova terapia, kmetiové bunky

Ukel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel’ projektu:

Cielom pokusu je vyuzitie Tudskych mezenchymovych stromélnych buniek izolovanych zo zubnej
drene na cielenti génovou terapiu gliémov (na principe pouZitia samovraZedného enzymu cytozin
deamindzy a predliediva 5-fluorocytozinu). Predkladany projekt je suéastou nagho dlhodobého
vyskumu, vktorom sledujeme moZnost vyuzitia dospelych kmefiovych buniek ako nosicov
terapeutickych génov na neinvazivnu a cielent terapiu nadorového ochorenia.

Prinos projektu:

Moznosti liecby gliémov, najéastejsie sa vyskytujiicich primarnych mozgovych nadorov st velmi
limitované predovietkym kvoli invazivnej a agresivnej povahe tychto nadorov a tie ich schopnosti
odolat’ chemoterapii & radioterapii. Glioblastom Jje spomedzi gliémov najagresivnej$i a nesie
najvyssi stupeti malignity (stupeti IV podla WHO). étandardn}'/ postup lieby zatina maximalnym
moZnym  chirurgickym odstranenim nadoru, po ktorom nasleduje radioterapia  spolu
s konkomitantnou a adjuvantnou chemoterapiou. Napriek nemalym pokrokom vo vSetkych troch
oblastiach lie¢by, prognéza pre pacientov ostiva nad’alej nepriaznivd askoro vdy dochadza
krelapsu ochorenia. Medi4n preZivania sa pohybuje okolo 14 mesiacov. Na Slovensku sa ro¢ne
diagnostikuje okolo 200 novych pripadov glioblastému.

Projekt, ktorého siidastou je praca so zvieratami je orientovany na vyskum rakoviny a lie¢by
nadorového ochorenia. Rieenie projektu pribliZi tento inovativny terapeuticky pristup k pacientom.

Pocet a druh pouzitych zvierat:
Potkan laborat6rny kmeti Sprague Dawley, 200 jedincov, samigky aj samce

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Pogas vSetkych chirurgickych zékrokov budi zvieratd v celkovej anestézii, po zakroku mozu
pocitovat’ kratkodobli strednti bolest. Na zaklade skdsenosti z predchadzajicich projektov
predpokladdme, Ze priebeh ochorenia bude rychly, zvieratd s néhlym zhorSenim stavu budd
eutanazované, aby sme zabrénili utrpeniu, potkany s progredujicim ochorenim nebudt ponechané
na dozitie.



Predpokladana iirovei krutosti:
Stredna

Silad s poziadavkami ,,3R“

Nahradenie

Hlodavce v tomto $tadiu experimentov nie je moZné nahradit’ bunkovymi kultirami, ani niZ$im
druhom Zivoéichov, projektu predchadzali §tadie in vitro,

Obmedzenie:

Polet zvierat v skupinich je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky Statisticky
vyhodnotené. Projekt nadvizuje na predchadzajice schvalené projekty, sme schopni predvidat
terapeuticki  G¢innost’ na zaklade experimentov s mezenchymovymi kmefiovymi bunkami
izolovanymi z tukového tkaniva ako aj priebeh ochorenia u kontrolnych skupin, &0 nam umoziiuje
pocet zvierat v uritych experimentalnych skupindch redukovat. V pripade nizkeho rozptylu
hodnotenych kritérii (klinickych priznakov, preZivania) v jednotlivych skupinich bude na 3tatisticky
signifikantné vyhodnotenie vysledkov postacujuci niz8i podet zvierat.

Zjemnenie:

Pokial to zdravotny stav zvierat mozni, budt dryané v skupinach umoZujicich prirodzené socidlne
spravanie so stalym prisunom potravy a pitnej vody. Na projekte sa budi podiel’at’ len skiiseni
pracovnici vyskoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami. Zvierata s va¥ne zhorSenym zdravotnym
stavom nebudii ponechané na doZitie, ale budti eutanazovans,

Spiéitné posiidenie projektu:
Postupy klasifikujeme ako ,,stredné, preto nie je potrebné vykonat’ spitné postdenie projektu.



Priloha &. 2

Netechnické zhrnutie projektu S42g / 71— ¢ 27

Nizov projektu:
Antioxidaéné, antikarcinogénne a fotoprotektivne u¢inky levandul'ového oleja in vitro.

KPicové slova:
Primérne mysie keratinocyty, étericky olej levandule (Lavandula angustifolia)

Ukel projektu:
Zéakladny vyskum

Ciel projektu:

Hlavnym cielom projektu je: i) charakterizovat’ antioxidadny potenciél levandulového oleja,
ii) zistit, &i tento étericky olej moZe chranit’ zdravi kozu pred nepriaznivymi t¢inkami UVA
Ziarenia (fotoprotektivne uginky) a iii) & je LO schopny selektivne inhibovat proliferaciu
zhubnych melanémovych buniek, tj. ¢i mdZe mat’ perspektivne vyuZitie v cielenej
terapii/lie¢be koznych melanémov. Predkladany projekt je stidastou dlhodobého vyskumu
nasho pracoviska.

Prinos projektu:

Predkladany projekt je zamerany na komplexné postidenie antioxidacnej a fotoprotektivnej
kapacity levandulového oleja (Lavandula angustifolia, LO) na bunkovej a molekularne;j
trovni. Projekt prinesie nové pdévodné vysledky a ukéZe, ¢i LO mdZe chranit kozu pred
nepriaznivymi Géinkami UV Ziarenia, pripadne mé kapacitu selektivne inhibovat rast
nadorovych koznych buniek. Napriek mnohym vedeckym précam, ktoré sa doteraz venovali
biologickym tginkom LO, neexistuji v sudasnosti $tadie, ktord skiimaju protektivne
vlastnosti LO s vyuzitim zdravych keratinocytov (Pudské bunky HaCaT, a primérne mysie
keratinocyty) a nadorovych koZnych buniek (HMB-2 bunky). Kombindcia biologickych
metod, molekuldrno-genetickych postupov, mikroskopickych technik a analytickych met4d
prispeje k ziskaniu novych poznatkov: i) o protektivnych tidinkoch LO voé¢i cytotoxickym a
genotoxickym vplyvom UVA Ziarenia (preZivanie buniek, morfologické zmeny buniek,
jednovlaknové a dvojvlaknové zlomy DNA, oxida¢né poskodenia DNA); ii) o ulohe LO pri
eliminécii oxidaného stresu vyvolanom UVA (aktivita antioxidaénych enzymov, indukcia
intracelularnych reaktivnych foriem kyslika —ROS); iii) 0 ochrannom G&inku LO na zékladné
bunkové procesy (bunkovy cyklus, apoptéza, zmeny v bunkovej signalizécii) v bunkach,
ktoré boli exponované UVA Ziareniu. Prinosom projektu budu taktieZ cenné informécie o
davkach LO, ktoré pdsobia fotoprotektivne. Poznatky ziskané podas realizécie projektu su
kPu€ové pre inicidciu dalgich vyskumnych aktivit, ktorych ciefom bude optimalizacia
spdsobu aplikacie LO pre komeréné vyuzitie, vo forme opalovacich krémov alebo inych
kozmetickych pripravkov ako ochrana voéi UVA Ziareniu. Jedinegnostou projektu bude aj
objasnenie mechanizmov fotoprotektivnych t&inkov a selektivnej toxicity LO voéi



nadorovym koZnym bunkédm, o mdZe byt zédkladom pre vyuZitie LO v liedbe nadorovych
koZnych ochoreni.

Pocet a druh pouzitych zvierat:
e Mys laboratérna kmeti Balb/c dospelé jedince samigky aj samce (navrhovany podet 90
na tri roky rieSenia projektu)

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

Pri izolécii keratinocytov sa neo¢akéva nepriaznivy vplyv na zdravotny stav zvierat, ked’Ze sa
budu odoberat’ aZ po usmrteni zvierat.

Predpokladana aroveri krutosti:
Bez moZnosti zotavenia

Silad s poZziadavkami ,,3R*
Nahradenie:

V pokusoch pouZijeme aj stabilizované bunkové linie, o ndm umoZni zniZit pocet zvierat
potrebnych na odber keratinocytov. BohuZial' viak neexistuje bunkova linia keratinocytov,
ktora by zachovévala ddleZité charakteristiky tychto buniek, jediny spdsob, ako $tudovat
vlastnosti a bunkové odpovede pribliZujice sa in vivo situacii je priprava primarnej kultiry.
V primarnej kultiire st po urgity ¢as zachované hladiny expresie Specifickych markerov, preto
st primarne bunkové kultiry keratinocytov vhodnym experimentalnym modelom.

Obmedzenie:

Pocet zvierat je minimalizovany tak, aby sme ziskali dostatoény podet keratinocytov na
kultivaciu dostatoéného po&tu buniek na experimentdlnu pracu a Statistické vyhodnotenie.
KedZe s izolovanymi bunkami budeme pracovat’ i vitro, nie je potrebny vel’ky podet zvierat
na izolaciu keratinocytov. PretoZe poéty tychto buniek sa d’alej dajui znasobit’ pre potreby
experimentov metédami in vitro kultivicie. Priemerna diZka preZitia keratinocytov
v primérnej kultire je 10 dni, potom uZ dochéddza k zmene morfolégie a nastupu senescencie.
Priemerné mnoZstvo izolovanych keratinocytov z jednej mysi (chrbét a chvost) je 16-20x10°.
MnoZstvo buniek je dostatoéné apreto sa robi izoldcia keratinocytov len jednej mys$i na
kultivéciu in vitro. Projekt je naplanovany na 48 mesiacov, aked’¥e sa zameriava na
komplexné postdenie antioxidaénej kapacity levandulového oleja (koncentraéné a dasové
zavislosti, cytotoxicita, genotoxicita, mechanizmy internalizacie, zmeny morfolégie buniek
atd’.) je pocet 90 mysi na celé trvanie projektu adekvatny. Ak ziskame Statisticky relevantné
udaje z menSieho poétu zvierat, nebude potrebné pouzit’ celkovy planovany podet.

Zjemnenie:

Mysi budi drZané v skupinidch umoZiujticich prirodzené socilne spravanie so stalym
prisunom potravy a pitnej vody. Prostredie klietok bude obohatené o material umoziujuci
ukryt a stavbu hniezd. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizujt traumatiziciu zvierat
pocas injek&nych aplikacii. Na projekte sa budt podielat’ len skiseni pracovnici vy$koleni na
pracu s laboratérnymi zvieratami.



Spiitné posidenie projektu:
Projekt nepodlieha spitnému posadeniu
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podla § 40 nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: O¢na znaSanlivost opakovanej diavky kvapiek LEVODEXA
v porovnani s aplikiciou samostatného levofioxacinu a dexametazonu u kralikov

Cislo konania rozhednutia o schvaleni projekta:
Kradové slova: o&na znaSanlivost, kvapky, kralik, levodexa, levofloxacin a dexametazon

Ukel projektu:
- aplikovany vyskum s cielom lie€by chordb, poskodenia zdravia ¢loveka, pri vyvoji,
vyrobe a bezpeénosti liekov.

Ciele projektu

Cielom postupu je overenie bezpe¢nosti opakovaného o¢ného podania, tj. ¢i nema
vedl'ajSie nepriaznivé u€inky na jednotlivé sucasti oka kralikov.

Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladanym prinosom bude ziskanie novych originilnych poznatkov o Ginku
testovanych latok pre ofnii znédSanlivost u kralikov. V pripade, Ze sledovana kombinacia
LEVODEXA nebude mat’ nepriaznivy vplyv na o¢né tkaniva, zaradi sa do prevadzkovych
podmienok pripravy novych oénych kvapiek. Poznatky ziskané z predkladaného projektu
buda takisto podkladom pre vyvoj d’al§ich novych a bezpeénych liekov v oftalmolégii pri
lieCbe ochoreni oka, resp. po chirurgickych zadkrokoch v humannej medicine.

Druh peouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

V postupe sa pouziju kraliky vo veku 15 — 16 tyZdilov, s telesnou hmotnostou
v rozsahu 2500 — 3500 g, ktoré uz maju dobre vyvinuty imunitny systém. Pocet 20 kusov
zvierat (10 samcov a 10 samic) postacuje pre stanovenie o¢nej znaSanlivosti pripravku, popis
vietkych vedlajsich ucinkov na zvierata a porovnanie s originalnym liekom.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rimci vykonivania
projektu:

Kraliky sa podrobia len manipulacii pri aplikacii latok a pozorovani zmien na oku pocas
Studie. Postup vychadza z predpokladaného spGsobu uZivania pripravku, t.j. opakovaného
ofného podavania. Preto sa zvolilo opakované ofné podanie v objeme a koncentracii, aké sa
buda pouzivat’ u I'udi. Doba podavania je 15 dni, €o je optimalna doba pre opakovanu lokalnu
znaSanlivost.

Predpokladana ujma na pouZitych zvieratach bude len v diskomforte pri fixacii kralikov
a aplikacii o€nych kvapiek. Samotny ukon vSak bude kratkodoby nespdsobujiici dlhodobu
bolest, utrpenie alebo stres a bez potreby podania celkove] anestézie i analgetik. Pre zistenie
bezpeCnosti testovanej latky s planovanym vyuZitim pre ¢loveka prinos projektu vyrazne
prevySuje ujmu u experimentalnych kralikov.
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Predpokladana droven krutosti:
Postupy vykonavané na zvieratach budu slabej urovne krutosti podla klasifikacie
krutosti postupov.

.Silad s poziadavkeu nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Nahradenie (replacement)

V sicasnej dobe neexistuje validovana alternativna metdda testovania opakovanej
lokalnej znaSanlivosti medicinskych produktov. Preto sa pouziva klasicka in vivo metdda.
Kralik domaci je systematicky najniZ$ie postaveny druh vhodny pre posidenie vedlajsich
u€inkov medicinskeho produktu v mieste jeho podania.

Obmedzenie (reduction)

Aby vysledky sledovania opakovanej lokalnej zna3anlivosti mali urgitd vypovednii
hodnotu, musi sa pouzif dostatoény podet zvierat. Desat’ zvierat (na 1 latku) je optimalny
pocet potrebny pre odhalenie pripadnych nepriaznivych G&inkov o&nej instilacie a nemdZe byt
redukovany. PouZiji sa samci aj samice, aby sa mohli prejavit medzipohlavné rozdiely, ak
existuju.

Zjemnenie (refinement)

Nakolko pri testovani opakovanej oénej znasanlivosti sa jedna o dIh§i postup, v ktorom
dobry zdravotny stav a dobrd kondicia zvierat hraji vel'mi dbleZith rolu, starostlivosti
ozvieratd ako imanipulacii snimi sa bude venovat velkd pozornost. Zvieratd budi
ofetrované skisenymi pracovnikmi a budii pod neustilym dohladom veterinarneho lekara.

Postupy pouzivané pri aplikaciach a vySetreniach maju nizku trovedi z hl'adiska spésobenej
bolesti a stresu a budu taktieZ vykonavané skusenym pracovnikom s dlhoro&nou praxou.

Projekt bude podlichat’ opitovnému schvalovaniu: nie
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Netechnické zhrnutie projektu & 16 5L //41'—»224

Nazov projektu:
Meranie telesnej teploty u krilikov za pouZitia podkoZného snimaéa teploty - loggera STAR
ODDI  DST micro-T s ndslednou aplikdciou vyvijanej modifikovanej ockovacej latky

celobunednej absorbovanej vakeiny proti zaskrtu, tetanu a Sernemu kasl’u.

Uéel projektu: zdkladny vyskum

Ciel’ projektu pokusu, predpokladana ujma a prinosy:

Kralik domaci je najvhodnejsi zvieraci model na testovanic pyrogénnych latok v celobunkove;j
vakeine proti zaskrtu, tetanu a iernemu kaglu (Bordetella Pertussis). Uddva sa, 7e kralik domaéci je
porovnatelne citlivy na podanie o&kovacej ldtky ako dieta. Aktudlne vakcinané programy vo
vyspelych krajindch zahfiiajti prevazne vakcinaciu polyvalentnou DTPaP vakcinou, ktord zahfiia aj
vakefnu proti toxinu baktérii Bordetella Pertussis. V minulosti bolo pouzivanie celobuneénej vakciny
proti ¢iernemu kaslu vytlacené aktualne pouZzivanou acelularnou vakeinou, z dévodu éastého vyskytu
neziaducich G&inkov ako horaé¢ka a febrilné kride a naslednej silnej antivakcinaénej lobby. Vyvijana
celobunkové vakeina proti zaskrtu, tetanu a &iernemu ka8l'u, ktord bude aplikovand v tomto projekte,
bude obsahovat’ geneticky detoxiflikované a chemicky usmrtené bunky baktéric Bordetella Pertussis
aje formulovand pomocou aluminium hydroxid nosita tak, aby poskytovala maximalnu
imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce a¢inky typu zvysenie teploty.

Ugelom skasky je urcit’ telesnu teplotu u kralikov za pouzitia podkozného snimaéa teploty — loggera
s naslednou aplikdciou ogkovacej latky proti zaSkrtu, tetanu a iernemu kasl'u. Ako okovacia l4tka sa
bude pouzivat RALDITEPERA vyvijana spoloénostou Revabiotech SE, Praha.

Pre porovnanie s vyvijanou oékovacou ldtkou budeme pri skiiskach pouZivat’ 3 skupiny kontrolnych
zvierat: zvieratd vakcinované nemodifikovanou celobunetnou vakeinou proti DTP,zvieratd, ktorym
bude podany adjuvans, teda aluminium hydroxid a fyziologicky roztok.

Ciclom projektu je sledovat’ u kralikov zvySovanie sa tclesnej teploty pouZitim podkoznych
snimacov teploty - STAR ODDI DST micro-T po podani testovaného pripravku a kontrolnych
pripravkov. Snimaé¢ telesnej teploty bude umiestneny kontralateralne za lopatku do operaéne
vytvorenej podkoznej kapsy. Krdliky budd v celkovej anestéze. Anestézu vykona zmluvny veterindrny
lekar. Pri navrhu skugky vychadzame z dostupnych publikécii, ktoré pojedndvaji o pouziti kralikov pri
teste celobuneénej vakciny proti Bordetella Pertussis na pyrogény (Verwer et al., Reducing variation
in a rabbit vaccine safety study with particular emphasis on housing conditions and handling, Lab.
Anim. 2009, 43: 155, Kaaik et al., Nonclinical vaccine safety evaluation: advantages of continuous
temperature monitoring using abdominally implanted data loggers. J. Appl. Toxicol. 2013; 33: 521

526: Dias et al, An improved whole pertussis vaccine with reduced content of endotoxin, Human
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vaccines and immunotherapeutics, 9:2, 339 — 348, February 2012). Podla tychto publikovanych 5tidii,
narast teplét ukralikov bol pozorovany v rozmedzi 5-12 hodin pe podani celularnej vakeiny
s najvy§§im ndrastom tepldt pri 8 hodindch od podania. Z tychto publikécii zaroven vyplyva, 7e
vzostup teplot je pomerne nizky v rozmedzi cca 0,5-1°C. Déleita tlohu pri celom teste hrd jemna
manipuldcia so zvieratami a nivyk kralikov na personal a procedary, ktoré st na nich polas skisky
vykonavané. Nevhodné zaobchadzanie, & nové stimuly totiz mdézu navodit stresovy stav a vzostup
telesnej teploty kralikov, ¢o povedie k skresleniu vysledkov skusky.

Pocas skusky a poCas podavania latok sa zabezpedi jemné zaobchadzanic a manipuldcia so zvieratami
s konStantnym personalom, ktory bude od zagiatku projektu so zvieratami manipulovat’.. Zvierata
budl mat’ $tandardné umiestnenie, potravu a starostlivost. Po ukonéeni postupu budt vietky zvierata
usmrtené podla NV ¢&. 377/2012, § 5, Priloha ¢.2, Kraliky — Nadmernd davka anestetik - Zoletil
(podava zmluvny veterindrny lekéar) a naslednd dislokacia krénych stavcov, Néraz/iider do hlavy.
Najcastej§im spdsobom humanneho usmrtenia kralikov je prudky uder tupym predmetom do zatylku

zvierat'a, kralik sa drzi za koznu riasu na chrbte.

Prinosy z vykonaného projektu:

Novo vyvijand celobunkova vakeina proti zaskrtu, tetanu a &iernemu ka$lu, ktord bude aplikovana
vtomto projekte obsahuje geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella
pertussis a je formulovand pomocou adjuvansu aluminium hydroxid tak, aby poskylovala maximalnu
imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce G&inky typu zvysenie teploty.

Poznatky ziskané rieSenim projektu prispejt k celosvetovému vyznamu vakcinacie proti Ciernemu

kaslu.

Predpokladand ujma na pouZité zvierata v ramei vykonaného postupu:

V projekte budeme vykonavat’ operaény zdkrok aplikicie podkoZného snimaca telesnej teploty
a parenteralnu aplikaciu testovaného pripravku a kontrolnych pripravkov. Mézeme predpokladat’ ujmu
ako zaCervenanie, zdpal, opuch v micste operaéného pola a v mieste aplikacic testovacicho pripravku
a kontrolnych pripravkov mézeme pozorovat' postvakeinaént hréku, bolestivost’, zvySend teplota

v mieste vpichu, opuch.
Predpokladana droven krutosti: kruta-spitné posudenie, vysledky projektu dolozit’ do 31.3.2017
Podet a druh pokusnych zvicrat

Kralik domaci kmenia HIL, samice, 10 ks zvierat pre testovanic kazdej vyrobene] Saric

RALDITEPERY.
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Preukdzanic saladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemuenia

Stanoveny pocet zvierat predstavaje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanic dostatocncého poctu
vzorick pre validné vyhodnotenic vysledkov zmien v vzostupe telesnej teploty u kralikov po podani
ockovacej latky. Nic je mozné nahradit’ postup na zvieralach in virro testami na bunkovyeh liniach,

So zvieratami bud( zaobchadzat zaskolend osoby s dlhoroénymi praktickymi skiiscnostami.

g & Y{ %f:f 720 i dg (op ol v o 242 000 ¥
{
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Netechnické zhrnutie projektu -

Nazov projektu: -2 ¢¥¢

Testovanie biologickej aktivity a Strukturdlnej mleguty 1munooenu V blOlOgleOl"n\ :
testovacom systeme k

Podrobny ucel postupu:

Alzheimerova choroba, rovnako ako vela d’al$ich neurodegeneraénych ochoreni, sa spdja s
akumulaciou abnormélnej formy proteinov v centralnej nervovej ststave, ktord spdsobuje
degeneraciu a naslednt dysfunkciu neurénov. Podla stucasnych Statistik trpi Alzheimerovou
chorobou 24 miliénov Pudi a kazdy rok sa toto &islo zva¢si o 4,5 milidéna novych pripadov. Podl'a
predpokladov pocet pacientov do roku 2040 stupne celosvetovo v priemere o 200 percent. Sti¢asne
lietebné postupy spo¢ivaji najmé v symptomatickej a podpornej terapii avsak terapia kauzalna
zatial’ neexistuje.

Projekt je pokradovanim predchadzajticeho projektu s rovnakym nazvom. Jeho cielom je testovat
biologickn aktivitu a Strukturdlnu integritu vakeiny uréenej na klinické testy. Testovanie moZe
prebiehat’ len v biologickom testovacom systéme. Schopnost’ produkovat’ imunitni odpoved je
povaZovana za jednu z najddleZitejsich vlastnosti potrebnych pre stanovenie stability imunogénu.
Této forma testovania je pozadovana regulaénymi organmi EU (EU: Directive 75/318/EEC as
amended, jal 1996; ICH: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: STABILITY
TESTING OF BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS (Q5C)). Imunogén je
odvodeny z proteinu tau, ktory zohrava kIi¢ovu tlohu v patogenéze Alzheimerovej choroby a
pribuznych tauopatii. Imunogén je netoxicky a vel'mi dobre ho experimentalne zvierata zvladaju.
Pri prezentécii projektu bol kladeny ddraz na vyznam $tudovanej problematiky a ddlezitost’ pouZitia
animalneho modelu (my$) pre ziskanie biologickych vzoriek. Boli prestudované moZné alternativne
pristupy, ktoré by umoznili nahradit’ zvierata za bunkové systémy. Komplexnost’ sledovanych
molekuldrnych procesov si viak vyZzaduje pouzit’ cicavéi model. Pokusy st navrhnuté v sulade s
legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuji na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Projekt prebehne v niekolkych ¢iastkovych experimentoch:
e 30 experimentov, 6ks v skupine. Celkom 30 x 6 = 180 mys3i.

Celkom bude pouzitych 180 mysi C57 (samice) vo veku priblizne 6 tyZdilov.

Po vstupnej karanténe a veterinarnom vy$etreni budi zvierata preradené do prislusného
experimentu.
e Vdeii 1, 8 a 15 sa kaZdej myske v experimente aplikuje testovany imunogén subkutannou injekciou
v davke 300 pl pro toto.
e V deii 22 sa zvieratam odoberie krv z retroorbitalneho plexu v objeme asi 100-150 ul. Celkovy
objem odobratej krvi od kazdého zvierata neprekraCuje stanovené normy.
o  Mysky potom ostant v experimente bez d’al3ej terapie a krv sa podobnym sp6sobom odoberie eSte
na konci mesiacov 3, 6, 9, 12 a 15.
o Nasledne buda zvieratd z experimentu vyradené a humanne usmrtené v stilade so zdkonom:
anestézia a dislokacia krénych stavcov.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse
Testovanie schopnosti imunogénu navodit’ imunitnt odpoved je povaZované za Standardnii metodu
testovania jeho biologickej aktivity. Vzhl'adom na skutoénost, Ze v stiasnosti nie je dovolené tieto
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metddy skimat’ na 'udskych pacientoch, a na fakt, Ze dany experiment sa v sti¢asosti neda vykonat’
v podmienkach in vitro, je pouZitie animalnych modelov nevyhnutné.

Manipulicia so zvieratami:

Charakteristika
postupu

Vplyv na zviera

VéazZenie zvierat

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

Kratkodoba fixdcia
a subkutanna injekcia
(3x v intervaloch 7 dni)

Standardnd metoda. Zviera sa fixuje za koznu riasu na krku.
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou a obmedzenim
pohybu. Bolest’ slabd. Trvanie 1 minttu.

Odber krvi
(retroorbitalny plexus)

Standardnad metdda. Zviera sa fixuje za koZntl riasu na krku. Poda sa
poloviéna davka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihu ako je

zviera sedované sa sklenend kapilara jemne zasunie pod oént gul'u
a krazivym pohybom sa mierne narusi retroorbitalny plexus.
Kratkodoby mierny stres spésobeny manipulaciou a obmedzenim
pohiybu. Bolest’ strednd. Trvanie 1 minttu.

Standardna metoda. Zviera sa fixuje za koZnt riasu na krku.
Intraperitonealne sa poda anestetikum v davke 100pul. Cervikalna
dislokécia sa vykond v anestézii. Bolest’ ziadna. Trvanie 30 sekind

Usmrtenie v anestéze
dislokaciou krénych
staveov

ZohPadnenie 3R

Zjemenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budG dodrZiavat interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchddzat” huméanne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Niekol'ko nezavislych studii
preukazalo, Ze stres vyznamne modifikuje imunitnt odpoved’, €o je v pripade nasho experiment
neziaduce. Starostlivost’ zabezpetuje jedna osoba, na ktort si zvierata zvykli. Zvieratd st chované
v polte 5 zvierat na chovnt nadobu, aby sme zabezpedili socialne interakcie medzi zvieratami.
Zvierata st chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam. Odber
krvi sa vykonava v Ciastkovej anestézii, aby sme utlmili bolest’ spdsobent odberom krvi.

Redukeia:
Stanoveny poCet zvierat je minimalizovany v ¢o najvys$Sej moznej miere a zaroven zabezpecujlici
Statisticki relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie:

Stdasnd tdroveri vedeckého poznania neumoZiuje sledovat’ biologickt uéinnost” peptidového
imunogénu v in vitro podmienkach. Pri imunizacii sa sleduje celkovy titer protilatok, typ imunitne;
odpovede, ako aj $pecifickost’ protilatok, ktoré vznikli po imunizécii. Z legislativneho hladiska nie
je mozné dany experiment vykonéavat’ na humannych pacientoch.

Zasada nahraditePnosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metody sme pouZili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NICEATM-ICCVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme
nenasli Ziadnu alternativhu metodu, ktori by sme mohli pouZit' vo svojom projekte, aby sme
nemuseli vykonavat’ experimenty na zvieratach.

o



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Utrpenie versus prinos
Pri¢ina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostdva neznama. Désledkom tohto stavu je
absencia U¢innej lie¢by. Imunologické postupy vo vyskume Alzheimerovej choroby priniesli uZ
niekolko prevratnych objavov, napr. identifikécia proteinu tau a beta amyloidu — dvoch kIi¢ovych
molekil zodpovednych za patologické zmeny viazané na ochorenie. Imunizécia zvierat vedie
k produkeii $pecifickych protilatok, ktoré st ddlezité na mapovanie chorobnych zmien tau proteinu.
Ked’Ze tau protein je prirodzene neusporiadany protein, ktory nema stabilnt $truktiru, neexistuje
ind moZnost’ ako mapovat’ patologické zmeny tau proteinu, ako pouZivat’ Specifické protilatky,
ktoré vznikaju po imunizacii.
Predpokladany prinos:

1) Testovanie biologickej aktivity vakeiny a jej Zivotnosti

Zaciatok pokusu je planovany na 1.11.2015 a bude sa realizovat’ pocas nasledujticich dvoch rokov,
do 31.12.2017.

Zvieratd nebudu vystavené opatovnému pouZitiu.

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

(8]
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monoklonovych protilatok na deteketu CD molekul exprimovanych na hyéich spermiach.
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My§ domaca (Mus musculus) linta BALB/¢ 535 svierat za obdobic trvania pokusu.

Antigén (bycic spermic) bude podavany intraperitonedlne injekénou ithlou minimalncho
rozmeru. Odber sleziny a makrofagov v peritoncalne] dutiny sa uskuto¢ni u zvicrat usmricnych
cervikalnou dislokéciou.
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Uplatnovanie zdasad IR

Mahradenie/Replacement

V' nadich experimentoch pouzijeme hybridomovy techniku na  produkciu monoklonovych
protilatok. Jedna v podstatnych \"_\f"hod tciu techniky oproti klasickému spésobu produkcic
protilatok (na Zivych zvicratach) je. 7 - proces tvorby protilatok prebicha v bukovych
kultdrach v podmienkach in vito. ‘Na\_\m. udul\uu hybridéomy sa mézu uchovavat’ ¢asovo
neobmedzene pri nizkveh teplotach a pl‘odukcin protifatky tej istej §pecifickosti sa moze obnovit’
kedykolvek v necobmedzenom mnozstve. Maly pocet laboratornych mys pre antigénnu
stimulaciu slevinnyeh buniek je viak nutnd.

Redukeia/Reduetion

Ako uz bolo uvedené v predoslej kapitole samotnd hybridomova technika umoziuje znacni
redukeiu poctu pouzitych zvierat. Pri klasickej ceste tvorby protilatok je potrebné zapojit” do
imunizacie vel'ke pocty vvieral va Gcelom vi=kania vdcse) kvantity protilatok. pricom nic je
zarucena rovnaka Specitickost ani homogenita siskanveh protildtok.

Zlepsenie/Refiment

Cely proces produkeie protilatok je zostaveny k. aby nedochadzalo /b\'toénci traumatizacii
apouzil sa Co najmensi pocet pokusnyeh vvierat. Antigén (bycic spermic) bude podédvany
intraperitoncalne  injckénou ihlou minimalneho rozmeru. Odber makrofiigov 7 peritonedinej
dutiny sa uskutocni u zvicral  usmrtenveh  corvikdlnou  dislokaciou. S ciclom  znizit
pocty pokusnych zvierat. budeme vvuzival reimunizicic Jbooster injekcic u toho ist¢ho jedinca
v pripadoch. ked” prvy antigénny stimul nebude ucinny.

S /‘Dc?t ‘)LM.@ /vﬁ‘m;‘ Ay ~ Ly



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU: 5 0-F /// Tozo /e

!
Nazov projektu: UdrZiavanie infekcie laboratérneho modelového cestoda Mesocestoides vogae
(syn. M. corti) u my8i pre vyskumné ucely

Ciele projektu pokusu a predpokladana ujma a prinosy: Vo farmakologickom vyskume su
nevyhnutné predklinické studie vktorych sa na overenie avysvetlenie uginkov lickov
anovych aktivnych molekul vyuZivaju laboratérne zvieratd. V pripade choréb vyvolanych
parazitickymi helmintami, vratane pasomnic, je potrebné udrZiavat modelové druhy v ich
prirodzenych hostitel'och (hlodavce). 1zolované larvy Mesocestoides vogae budu vyuzité na
pasdZovanie, infikovanie my3{ vo farmakologickych experimentoch azvySné na in vitro
testovanie u¢inkov novych bioaktivnych latok a ziskanie sekre€nych produktov na
proteonomické analyzy. Ochorenia Fudi a zvierat spOsobené larvalnymi $tadiami helmintov
parazituji v parenchymatéznych organoch svojich hostitelov, vratane Pudi, a st sprevadzané
patologickymi prejavmi, ktoré vyrazne zniZuji uéinnost’ lie¢by a dostupnost’ liediv pre larvy.
Medzi najvyznamnejsie prejavy patria: imunosupresia vrodenej a adaptivnej zlozky imunity,
fibrogenéza pedene a ascites v peritonedlnej dutine. Farmakologicky vyskum sa preto
orientuje jednak na hladanie novych pristupov ku lietbe antihelmintikami s vyuZitim
imunomoduladnych latok ana druhej strane na hlPadanie novych  biomolekul
s antiparazitickym u¢inkom. Udr#iavanie infekcie modelovou pasomnicou v mysiach je
nevyhnutné pre nasledné experimentélne $tidie.

Pocet a druh pokusnych zvierat: neinbrédny kmeri ICR, samce/samice, spolu 200 zvierat na
5 rokov.

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Nie st zndme alternativne metédy na udrZiavanie infekcie larvalnym $tadiom (metacestéd)
modelovej pasomnice Mesocestoides vogae, pretoze hlodavce st prirodzenym hostitel'om.
V podmienkach in vitro nie je mo#né zachovat larvy dlh8ie ako mesiac a nie je mo#né udrzar
Zivotny cyklus tohto parazita. Clovek je néhodnym hostitelom tychto $tadii u ktorého
spdsobujut larvy rovnaké patologické zmeny, ale nevytvoria dospelé §tadia pasomnic. Zésada
»zjemnenia® bude dodrZiavani v plnej miere. Zvieratd budd z vlastného chovu, apreto su
zvyknuté na pritomnost’ ¢loveka spojent s beZnymi dennymi procedurami a manipulaciou
(Cistenie, kimenie, napéjanie, kontrola zdravotného stavu). Zvieratd budi chované
v Standardnych podmienkach, nevyvolavajucich stres.

Kategéria krutosti:

1. Slaba:

) subkutdnne, intramuskuldrne, intraperitonedine poddvanie latok, poddvanie Idiok ces sondy
a intravendzne poddvanie ldtok cez povichové lvmé cievy, ak ldtka md len slaby vphv na
zviera a jej objemy s v rdamei limitoy primeranych pre velkost' a druh zvierats,

Zvieratd budi sondou infikované oralne 250-300 larvami, ¢o nevyvold masivnu infekciu
pocas prvych troch mesiacov a teda riziko akutnej bolesti sa nepredpoklada a ani obmedzenie
prijmu potravy a pohyblivosti. V priebehu infekcie (3 mesiace) zvierata nebudd vystavované
Ziadnym inym ukonom, ktoré by im spdsobovali bolest. Pogdas experimentu neddjde
k Ziadnym obmedzeniam $tandardov na umiestnenie, chov a starostlivost.,

- . { )
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CHNICE j
Nazov projektu: Pasazovanie larvalneho §tadia Ec/'zim)c'(/cczw multilocularis na laboratornych
zvieratich - pieskomiloch Meriones unguiculatus.

Uéel projektu:

zékladny vyskum, overenie akosti, i¢innosti a bezpeénosti liekov a) na odstranenie, prevenciu,
diagnostiku a na lie¢bu chordb (alveoladrna echinokokéza), poskodenia zdravia alebo inych
neprirodzenych stavov ¢loveka, zvierat, b) uréenych nausmerfiovanie alebo upravu fyziologického
stavu alebo fyziologickych procesov ¢loveka, zvierat.

Ciel’ projektu: In vivo pasézovanie parazita na udrziavanie Zivého kmena Echinococcus

Prinos projektu: Protoskolexy Echinococcus multilocularis sa vyuzivaji na experimenty
planované v rameci vyskumnych dloh. Kultira protoskolexov £ multilocularis slozi aj na
pripravu antigénov do sérologickych diagnostickych kitov, ktoré sa vyuzivaji na monitorovanie
tejto zoondzy u I'udi aj zvierat,

Celkovy poéet zvierat: do 30 Meriones unguiculatus na rok (max. 90 za 03/2016- 02/201 9)
Dodrziavanie zdsad 3 R

Zasada nahraditelnosti zvierat: Zvoleny druh Meriones unguiculatus (pieskomil) je v porovnani
s mySami vnimavej$i na infekciu £ multilocularis a priebeh infekcie u pieskomilov je bez vidsich
klinickych priznakov, zvierata menej trpia a dlhsie prezivaju.

Zasada zjemnenia pokusu pouzitim anestézie a analgetik: Manipulacia so zvieratami je
jednorazova pri intraperitonealnej infekeii protoskolexami a cystickymi obalmi larvalneho Stadia
E. multilocularis. Jedna sa o kratky a pomerne bezbolestny zakrok, ktory si nevyzaduje anestéziu,
ktord by pre zviera mohla predstavovat” vigsi stres, ako injekcia samotna. V nasledujtcich 2-3
mesiacoch, pocas ktorych sa u zvierat vyvijaji cysty, sa so zvieratami manipuluje vyluéne v rameci
kazdodennej opatery a starostlivosti a nie sg vystavene bolesti, ani utrpeniu, nie je preto potrebné
podavanie utiujicich prostriedkov. Denne sa sleduje ich zdravotny stav a v pripade pritomnosti
klinickych priznakov ochorenia st humanne usmitené cervikalnou dislokéciou.

Zésada zniZovania poétu zvierat Podet zvierat Ziadanych pre pasdZovanie parazita je minimalny
mozny (stc¢asnd infekcia maximalne 2-4 jedincov) pre zabezpedenie dostatoéného mnozstva
parazitarneho materidlu pre vedecké projekty a pripravu antigénov na diagnostiku ochorenia na
nasom Ustave. Men$i pocet zvierat by mohol znamenat riziko straty  fertilnych cyst
a infekcieschopnych protoskolexov v pripade zhorSeného zdravotného stavu alebo uhynu zvierat
pred vyzretim cyst do fertilného §tadia. Nie Jje mozne zabezpedit konstatnt intenzitu infekcie, lebo
zavisi od individualnej reakcie parazit-hostitel. Strata parazitarneho kmefia by viedla k problémom
s opdtovnym ziskanim takéhoto materidly.

Klasifikdeia krutosti postupov
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1. Slabé: jednorazova intraperitonedina injekeia protoskolexoy a cystickyeh obalov, rychle
usmrtenie cervikalnou dislokaciou.
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MOLEKULARNY MECHANIZMUS METABOLICKYCH DOSLEDKOV DLHODOBEHO PRIMU
KOLOVYCH NAPOJOV

377/2012 Z.z. NARIADENIE VLADY Slovenskej republiky

§ 40 Netechnické zhrnutie projektu

CIEL PROJEKTU

Cielom projektu je identifikdcia mechanizmov, ktoré vedd k pozitivnym ucinkom
dlhodobého pitia kolovych napojov v experimentalnych zvieratach, o ma vyznam nielen pre
mo?né odhalenie pri¢in a potencidlnych terapeutickych cielov u pacientov s metabolickym
syndrémom, ale méze pomdct odhalit déleZité rozdiely v metabolizme experimentdlnych
zvierat a ludi, o umo#ni lepdie modelovat fudské metabolické poruchy na zvieratach.
Mechanizmy G&inku kolovych ndpojov na metabolizmus zatial' neboli publikované vo
vedeckej literatire, hoci maji nesporny vyznam pre pochopenie biologickej podstaty
sledovanych asociacii s metabolickym syndréomom u fudi a naopak so zvysenou inzulinovou
senzitivitou u experimentdlnych zvierat. N&$ projekt bude realizovany na experimentalnych
svieratach, ale v mensej miere aj na dobrovolnikoch. V animélnych experimentoch budeme
sledovat Utinok koly na etablovanych modeloch fudskych chordb a pokusime sa o zavedenie
nového modelu raciondlnou kombinéciou faktorov. V pokusoch pouZijeme beZne dostupné
kolové napoje, ktorych presné zloZenie sice nie je zname, ale jednotlivé varianty bez obsahu
cukru, resp. bez kofefnu umoziuju testovat aspon dosledky tychto znamych zloZiek. V
projekte budeme pouiivat viaceré modely metabolického syndrému a jeho sudasti.
Vychadzajuc z tych, ktoré sa najviac vyuzivaju, budeme kombinovat jednotlivé faktory takym
spdsobom, ako sa to deje priamo u pacientov, hoci to nesporne zvySuje variabilitu a
komplikuje interpretaciu. Zaroven viak znizuje riziko klinicky irelevantnych vystupov, ktoré
nie su reprodukovatefné kvéli mnohym 3pecifickym faktorom ako je napr. genetické pozadie
svierat. Mechanizmus sledovanych UGéinkov budeme analyzovat pomocou viacerych
pristupov — nutri¢nych — pouZzitim réznych variant kolovych napojov a mikrobiologickych —

modulaciou mikrobiomu &reva.



SULAD ZASAD 3R

Dizajn pokusov, ako aj pocet jedincov v skupinach bude vychadzat z dostupnej
literattry, ktord je zamerana na podobné problémy. Toto je dolezité pre porovnatelnost
vysledkov s inymi datami, ale aj 7 hladiska dodrfania pravidla 3R pre experimenty so
zvieratami. Analyza predbeinych dat napr. 7 behavioralnych testov poukazuje na to, ze
velkost skupiny by pri sile testu 90% a sledovanej variabilite, resp. rozdieloch mala
dosahovat a7 n=100 pri hladine vyznamnosti 5%. Tento pristup, zial, nie je moZné aplikovat,
preto sa budeme musiet drZat zauzivanych postupov a velkosti skupin, kedy na 1 skupinu
planujeme 15 zvierat. Problém moinej falodnej negativity vysledkov sa budeme snaZit

vyriedit analyzou rovnakych velic¢in roznymi testami, resp. metodami.

OCAKAVANA UIMA A PRINOS

V ramci ujmy ocakdvame vyuZitie priblizne 640 zvierat (320 samcov a 320 samic) 2
roznych druhov (120 potkanov, 520 mysi) a kmeniov (potkany: 60 Wistar, 60 Sprague Dawley,
mysi: 60 C57Bl6, 400 CD-1, 60 Balb/c). Jednotlivé ukony, ktoré budeme realizovat su

nasledovné:

Handling zvierat v rdmci vymeny podstielok a dopliiania krmiva a pitiva — 2-3x za tyzden,
Uroveri krutosti slaba

VaZenie a merania zkonzumovanej potravy a pitiva — 1x za tyZden, Grovefi krutosti slaba

Odber krvi z retroorbitalneho vendzneho plexu v celkovej anestézii Isofluranom — 1x za
mesiac, Groven krutosti slaba

Meranie krvného tlaku — 1x mesaéne, vzhladom na kratkodobu imobilizaciu do 30 min,
Groveni krutosti stredna

Metabolické klietky a zber moéa — 1x mesacne, Uroven krutosti slaba

Behavioralne testy — tzv. Fenotyper, t.j domaca klietka, ktord je sledovana kamerou na
postudenie lokomotorickej aktivity atzv. test otvoreného pola na sledovanie anxiézneho
spravania, - 1x za 3 mesiace, Groven krutosti slaba.

Zviera bude usmrtené a vyradené z experimentu ak nastane nasledovné:

Pokles telesnej hmotnosti o viac ako 20%, znizeny prijem potravy a tekutin pod 40%

normalneho prijmu, resp anorexia po dobu 72h, piloerekcia s vypadavanim chlpov,



samoposkodzovanie, a repetitivne spravanie, neresponzivnost na vonkajsie stimuly.

Neotakavame mortalitu vy3$iu v ani jednej skupine.

vzhladom na zataty hon na &arodejnice vo forme zakazovania a obmedzovania nezdravych
potravin, kde kolové napoje patria medzi prvé, ktorych predaj v niektorych Statoch je uz
obmedzeny, resp. limitovany (pozn. ani alkoholové napoje nie su regulované takymto
spdsobom ako st kolové), povazujeme vyskum hladajuci kauzalny vztah a dékaz o Skodlivosti
za prinos. Samotny experiment zacina po tom, ¢o viaceri hlasili pri podobnych
experimentoch naznak presného opaku, t.j. se kolové napoje méiu do istej miery pombct
s inzulinovou rezistenciou a iastoéne ju zmiernit. Ciefom a vysledkom série experimentov
ma byt potvrdenie/vyvratenie tychto pozorovani a popisanie pripadnych molekularnych
mechanizmov, ktoré tuto rezistenciu ovplyviiuju. Prinosom je teda hladanie antiobezitnych

mechanizmov v in vivo systémoch.

POPIS EXPERIMENTU

V dostupnej odbornej literattire je iba minimum experimentov zameranych na ucinok
kolovych napojov na metabolizmus. Jednou z pricin moze byt, Ze kola je komplexna zmes
s neznamym presnym zloZenim, lenZe vypovednd hodnota experimentov s konkrétnymi

latkami pre prax je vagna.

Ide o jednoznagne origindlny projekt, kedZe zatial nikto mechanizmus uGcinku
kolovych napojov na metabolizmus neodhalil, hoci viaceré publikované vysledky poukazuju
na mo¥né mechanizmy a prave tie spolu s daldimi chceme testovat. Originalita projektu
zaroveri tkvie v spojeni kolovych napojov a stravy zdpadného $tylu ,Western diet”, Co tiez
doteraz experimentdine na zvieratach nikto neskimal. A napokon doteraz nikto neskimal
ani u&inok kolovych napojov na metabolizmus pomocou genetickych modelov, ktore
umozfiuju identifikdciu konkrétnych signalnych ciest dbélefZitych pre sledovany efekt. Ani
sekundarne aspekty projektu nie st menej origindlne — nikto doteraz neskimal pohlavné
rozdiely v G&inkoch kolovych népojov. Hoci problematika metabolického syndromu je jednou
z priorit celosvetového biomedicinskeho vyskumu, podla literatiry sa vacsina vyskumu
ohladom kolovych napojov stale venuje najma epidemiologickym asociatnym $tudiam a nie
intervenénym experimentom. Projekt je riskantny, uZ len samotna téma je kontroverzna

a uvedomujeme si, 7e mdze byt posudzovatelmi hodnotend aj negativne. Nie sme nijakym



spbdsobom podporovani, ani ovplyviiovani v nasom vyskume akymkolvek vyrobcom kolovych
napojov. Naopak, sme presvedceni, Ze takéto experimenty su dblezité, lebo maju potencial
menit dogmy, resp. presvedcenia, ktoré nie st opreté o iné ako asociacné data. Vybrali sme
si tému, ktora je velmi aktudlna, kde v ramci rieditelského kolektivu mame aspon v ramci

Slovenska najlepsich odbornikov na jednotlivé aspekty projektu.

Zvierata budu podstupovat tkony, patriace do kategdrie slabé a7 stredné. Pri tychto
postupoch budl zvieratd pocitovat kratkodobu slabu bolest, utrpenie alebo strach, avsak
tieto Ukony vo vyznamnej miere nenarusuju pohodu ani celkovy stav zvierat.

POCET ZVIERAT

Drub/plemeno/linia Pohlavie Podet (za celé obdobie) Podet na skupinu
Mysi C57BL/6 Samce+ Samice 60 15
Mysi BALB/c Samce+ Samice 60 15
Mysi CD-1 Samce+ Samice 400 135
Potkany Wistar Samce+ Samice 60 15
Potkany Sprague Dawley Samce-+ Samice 60 15

Rozhodli sme sa, Ze experimentalne zvieratd nebudeme znacit na uchu, ale len na
chvoste prostrednictvom permanentnej fixky. Povazujeme totiz tento spdsob za menej
stresujuci a zaroveni bude zabezpedeny ¢asty kontakt so zvieratami. Odber mocu budeme
realizovat prostrednictvom metabolickych klietok, kde pobudnu zvieratd maximalne 12
hodin. Meranie krvného tlaku je ako stredna krutost klasifikované preto, lebo ocakavame
kratkodobu imobilizaciu, ktord sa bude pravidelne opakovat (raz mesaéne). Samozrejme
bude prebiehat aklimatizacné obdobie, kedy budu zvierata kratkodobo v restraineroch, aby
si na tento proces zvykli. Imobilizacia bude prebiehat maximalne 30 minat. Meranie krvného
tlaku sa bude uskutoériovat prostrednictvom klasického tlakomeru.

Na zhodnotenie anxiety a lokomoénej aktivity pouZijeme test otvoreného pola, pri
ktorom pouzijeme arénu s podstavou Stvorca (100 x100 cm). Testované zviera bude vloZzené
do centra arény a v nej ponechané po dobu 5 mintt. Sledovanym parametrom bude celkova
prejdena vzdialenost, priemerna rychlost pohybu a Cas, straveny v centralnej ¢asti bludiska.
Viac Casu, strdveného v centralnej Casti, je zndmkou nizsej Urovne anxiety. Dopliiujlicou ale
doleZitou informaciou bude prejdend vzdialenost aj rychlost pohybu. V experimentalnych
Studiach potkany aj mysi chudli, nie priberali. Mechanizmus preco, je to tak, zatial nie je

zname, ale predpokladdme, Ze v dosledku Uinku napr. kofeinu, by mohla byt zvy$ena




lokomotoricka aktivita, vedtica nasledne k vyisej fyzickej aktivite a vaésiemu energetickemu

vydaju.

Behavioralny test vo fenotyperi funguje ako domaca klietka, kde sa sleduje
dlhodobejéie ako sa zviera sprava. Poskytuje to blizsi obraz ojeho behavioralnych
charakteristikdch. Zvieratd st umiestnené do boxu, kde maju k dispozicii potravu, tekutiny
(pokusné skupiny kolovy ndpoj, kontrolné skupiny vodu). Box je virtudlne rozdeleny na
viaceré Casti, pricom na rozdiel od testu otvoreného pola, v tomto pripade maju moznost
travit &as aj vtzv. shelteri- ,domé&eku”. Piliny ako podstielka sa sice davaju Cisté, ale
v principe zmie§ané s &astfou pdvodnych pilin z domécej klietky zvierata. TieZ, fenotypery sa
nachadzaju v miestnosti, kde s domdce kliekty, ¢&iZze kpresunu medzi miestnostami
neprichaddza. Kazdy box (v naSom pripade st kdispozicii 4) ma navrchu umiestneny
kamerovy snima¢, ktory detekuje zviera po cely ¢as, ktory vo fenotyperi stravi a ako sa
pohybuje. Cely proces zaznamendvame a vyhodnocujeme v programe EthoVisionXT. Zvierata
budl ponechané vo fenotyperi 12 hodin. Pozorovanymi parametrami st celkova prejdena
vzdialenost, priemerna rychlost pohybu, &as, strdveny v centrélnej Casti bludiska. Vtomto
pripade je potrebné zohladnit aj fakt, kolko casu stravi zviera v svetelnej ¢asti- mimo
doméeka- a kolko v tmavej &asti. Viac &asu, strdveného vo svetlej ¢asti bludiska, odraza nizsiu

droven anxiety. Blizgie info vid' htip://www.noldus.com/animal-behavior-

research/products/phenotyper. Vzhladom na to, Ze ide sice vo svete relativne diho

poufivani vec, nie je potet publikacif s tymto typom experimentu taky ¢asty na hodnotenie
lokomotoricke] aktivity a anxiety. Pravdepodobnou pri¢inou bude vysoka cena (4 klietky vyse
4Qtisic Eur), Preto 5-minutové behaviordlne testovania by sme tiez radi realizovali, ako
¢tandardnt a vo svete predsa len rozsirenejSiu metodu.

Pristuéné zvieratd v pokusnych skupinach budd mat pocas celého polroka k dispozicii
len kolovy népoj. Jeden z parametrov, ktory sa bude sledovat je preZivanie. Ak maju mat
kolové napoje negativny vplyv na zdravie, mali by mat aj vyssiu mortalitu. Tu sice
nepredpokladéme (ked?e iné skupiny tento efekt experimentalne nepotvrdili), ale sledovat
mortalitu budeme. Ak by bola vyrazne vy3sia ako ukontrolnych zvierat, experiment

ukonéime.

SPATNE POSUDENIE




Vzhladom na to, Ze ide o projekt, kitory je vyvolava kontroverzné reakcie, bude

projekt podliehat spdtnému posudeniu po kazdej faze experimentu.



