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a) Informdcie o cieloch projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosus:

Vsucasnej dobe sa obezita stdva vdinym celosvetovym problémom a &asto je nazyvana ako
epidémia 3. tisicro¢ia. Aj v Ceskej republike pocet obéznych narastd a v sugasnej dobe sa odhaduje,
ze je 21% muZov a 31% obéznych Zien. Obezita, okrem inych efektov na organizmus, je aj hlavnym
rizikovym faktorom pre poruchy plicnej ventilicie hlavne pre apnoické epizddy obstrukéného
a centralneho typu, ktoré maju zasa proarytmogénne efekty.

Na druhej strane, kardiovaskuldrny systém a jeho hlavny regulaény mechanizmus, autondmny
nervovy systém vykazuju znacné cirkadidnne kolisanie, kedy vulnerabilita komér ku komorovym
arytmiam do vefkej miery zdvisi aj na ¢ase diia. Spojenie ochoreni kardiovaskuldrneho systému
s obstrukénym typom spankového apnoe je Siroko popisané v literatire, no menej je zname o efekte
reoxygendcie na poruchy srdcového rytmu ako aj na aktivitu autonémneho nervového systému, &o
riedi aj nas model.

Teda, postdenie tohto funkéného prepojenia (obezita — kardiovaskularny systém — autondmny
nervovy systém — synchronizdcia s periodicitami vonkajéieho prostredia) je dobré popisat aj
z chronobiologickeého hladiska a poloZit si otédzku: Kedy st zmeny v citlivosti myokardu pri poruchéch
plticnej ventildcie u rozvijajlcej sa obezite najviac varujlce? Polas aktivne] alebo pasivnej ¢asti difa?

Vsucasnej dobe tato dynamika zmien pri rozvijajucej sa obezite nie je vObec popisana. Nie je
jasné, pri akom stupni obezity nastdvaju varujice zmeny v elektrofyzioldgii srdca, alebo v aktivite
autondmneho nervového systému v spojeni s poruchami plicnej ventilacie.

Navrhovany projekt je principidlne planovany v intencidch zakladného vyskumu, v ktorom chceme
poukdzat na chronobiologické aspekty dopadu rozvijajucej sa obezity na zmeny v
elektrofyziologickych vlastnostiach srdca, autonémnej reguldcie srdcovej Cinnosti a tlaku krvi
v komplexnejSom a zatial eSte chybajticom pchlade. Chceme sa zamerat na chronobiologické aspekty
zmien v samotnych interakcidch medzi spominanymi systémami poéas rozvijajlce] sa obezity u
potkanov za experimentdlnych podmienok in vivo.

VyuZitie poznatkov z ndSho experimentaineho modelu je mozné v aplikovanom, respektive aj v
klinickom vyskume obéznych oséb, trpiacich napriklad na syndrém spankového apnoe. Pomerne vela
obéznych fudi pracuje v smenovych prevéadzkach, alebo napriklad aj pri prechodoch cez ¢asové zény,
kedy sa ich vnitorné rytmy desynchronizuju s rytmicitami vonkajieho prostredia pricom takato
desynchronizdcia méze menit nachylnost myokardu na rézne poruchy srdcového rytmu aj vo vztahu
k apnoickym epizédam a obnove pltcnej ventildcie. Elektrickd stabilita srdca, elektrofyziologické
predispozicie k arytmiam, tonus autondmneho nervového systému ako aj tlak krvi su jednoznacne



menené apnoickou epizédou a reoxygendciou. Otvorenou otdzkou zostdva, ako sa budl menit
v zdvislosti na periodicite vonkajSieho prostredia, v nasom modeli na cykle striedania sa svetla a tmy.
Znamena to, Ze vulnerabilta srdca ku komorovym arytmidm v spojeni s reoxygendciou po apnoickej
epizode centrdlneho alebo obstruéného typu av interakcidch s faktormi, ktoré spldtaju poruchy
srdcového rytmu (autondmny nervovy systém, vnutorné prostredie) moie byt odlisnd v réznych
¢asoch dria taktie? aj u obéznych osdb.

Nade vysledky m&Zu poméct rozsirit obzor poznania o nepriaznivom vplyve obezity na dynamiku
zmien v spomenutych systémoch z chronobiologického pohladu a v spojeni s poruchami pllcne]j
ventildcie.

Konkrétne ciele projektu:

Postdenie efektu reoxygendcie po apnoickej epizdde centrdlneho typu v prvej sérii experimentov
a po apnoickej epizéde obStrukéného typu vdruhej sérii experimentov v zavislosti na cykle
striedajiceho sa svetla a tmy na dynamiku zmien v parametroch EKG (trvanie PQ intervalu, QRS
komplexu, QT intervalu, QTc intervalu aamplitidy vin P, R aT), na dynamiku zmien v aktivite
autondmneho nervového systému a tlaku krvi v jednotlivych krokoch experimentu — intaktné zviera,
po tracheotdmii, prepardcii arteria femoralis, 5 minttove] stabilizécii, po kazdych 30 sekundéch 2
minutove]j apnoickej epizddy respektive po 1.,2.,3.,4. a 5. minGte 5-minGt trvajiceho obstrukéného

apnoe a po 5., 10., 15. a 20. minGte ndslednej reoxygendcie pofas rozvijajice] sa obezity.

Zvierata a pocet planovanych zvierat

V planovanom experimentdlnom modeli budl pouZité pohlavne zrelé samice potkanov
z konvencneho chovu WISTAR s Uvodnou hmotnostou 250 g avekom 2-3 mesiace. Na cely
experiment (roky 2016 — 2018) je plénovanych 250 zvierat, ktoré budu v jednotlivych etapach
experimentu rozdelené do 6 skupin po 10 zvierat (podrobnejsie v harmonograme projektu).

Po dovoze budl zvieratd rozdelené po dvoch na jednu Standardizovanu klietku a adaptované na
rezim striedajuceho sa svetla 12h:12h po dobu 4 tyidfiov, pri §tandardnych podmienkach chovu
a drZania zvierat vo zverinci podfa platnej legislativy(kontrolovana teplota prostredia 21 oc, teplota
v klietkach 24 °C, vihkost 60 — 70%). O zvieratd sa budd starat zagkolené pracovnicky zverinca, ako gj
veduci projektu. Pocas adaptécie budi mat pristup k Standardizovane] potrave a pitnej vode ad
libitum. Klietky budu &istené v rovnakl dennt dobu. Zdravotny stav a behaviordlne chovanie sa bude
monitorovat pocas celého experimentu.

Pocet pouzitych zvierat: 250 ks
Experimenty budl pozostdvat z 2 sérii:
1. Experimentalna séria — hodnotenie parametrov po apnoicke] epizéde centralneho typu
a reoxygenacie v zavislosti na cykle striedania sa svetla a tmy
2. Experimentdina séria — hodnotenie parametrov po apnoicke] epizdde obdtrukéného typu
a reoxygendcie v zévislosti na cykle striadania sa svetla a tmy
Prvd (apnoickd epizdda centrdlneho typu — 120 zvierat) aj druhd (apnoické epizéda obdtrukéného
typu — 120 zvierat) séria st rozdelensd na dve fazy:
Svetld (60 zvierat) a tmava (60 zvierat) fdza so 6 skupinami zvierat, kde pocas adaptacie (4 tyidne)
zvieratd budd prijimat $tandardni diétu. Z toho
- kontrolnd skupina: 10 zvierat, 4 tyzdne — &tandarna diéta
- lexperimentdlna skupina: 10 zvierat, 6 tyzdiov — $tandarna diéta {4 tyidne adaptécia + 2
tyZdne) + 2 tyZdne - 10% tukovd diéta



- 2.experimentdina skupina: 10 zvierat, 6 tyzdiov - Standarnd diéta (4 tyidne adapticia +2
tyzdne), daldie 2 tyZdne - 10% tukova diéta + 4 tyidne 45% tukovd diéta

- 3.experimentdina skupina: 10 zvierat, 6 tyzdiov - Standarnd diéta (4 tyidne adaptacia +2
tyzdne), dalsie 2 tyzdne - 10% tukovd diéta + 4 tyidne 45% tukova diéta + 4 tyzdne 45%
tukova diéta

- 4.experimentdina skupina: 10 zvierat, 6 tyidiov - S$tandarnd diéta (4 tyidne adaptacia +2
tyZdne), dalSie 2 tyzdne - 10% tukova diéta + 4 tyzdne 45% tukovd diéta + 4 tyidne 45%
tukova diéta + 4 tyzdne 45% tukova diéta

- S.experimentdlna skupina: 10 zvierat, 6 tyzdiiov - Standarna diéta (4 tyidne adaptacia +2
tyZdne), daldie 2 tyZdne - 10% tukova diéta + 4 tyidne 45% tukovd diéta + 4 tyzdne 45%
tukovd diéta + 4 tyZdne 45% tukové diéta + 4 tyZdne 45% tukova diéta

Harmonogram projektu

Rok 2016

Januar - jun — priprava experimentu, zviddnutie metodiky a hodnotenia biosignalov pomocou
pristrojového vybavenia ID instruments

Jul — december - realizdcia experimentov je planovana pocas svetlej ¢asti refimového dia zvierat po
adaptdcii na cyklus svetla atmy 12 : 12 hodin, so svetlou ¢astou od 06.00 do 18.00 hodiny
s aplikaciou ventilatnej apnoickej epizédy centrdlneho typu a ndslednej reoxygendcie. Experimenty
budu postupne (jednomesacnych intervaloch) robené na 6 skupinach po 10 zvierat.

Rok 2017

Januar — jun — realizdcia experimentov je planovana potas tmavej Easti rezimového dfia zvierat po
adaptdcii na cyklus svetla atmy 12 : 12 hodin, so svetlou ¢astou od 18.00 do 06.00 hodiny
s aplikdciou ventilacne] apnoickej epizédy centrdineho typu a ndslednej reoxygendcie. Experimenty
budu postupne (jednomesacnych intervaloch) robené na 6 skupinach po 10 zvierat.

Jul — december - druha faza realizécie experimentov je pldnovana pocas svetlej Easti re¥imového diia
zvierat po adaptacii na cyklus svetla a tmy 12 : 12 hodin, so svetlou ¢astou od 06.00 do 18.00 hodiny
s aplikaciou ventilatnej apnoickej epizédy obstrukéného typu a ndslednej reoxygendcie. Experimenty
budu postupne (jednomesacnych intervaloch) robené na 6 skupinach po 10 zvierat.

Rok 2018

lanuar - jun —realizécia experimentov je pldnovana podas tmavej éasti reZimového dfia zvierat po
adaptacii na cyklus svetla a tmy 12 : 12 hodin, so svetlou ¢astou od 18.00 do 06.00 hodiny

s aplikaciou ventilatnej apnoickej epizédy obstrukéného typu a ndslednej reoxygendcie. Experimenty
budt postupne (jednomesacnych intervaloch) robené na 6 skupinach po 10 zvierat.

Jal - december — spracovanie a vyhodnotenie experimentainych dat na prezentéciu a publikovanie
ziskanych vysledkov.

Anestézia
Experimenty budu robené v in vivo podmienkach, pri celkovej anestézii podanim Zoletilu v dévke

30 mg/kg ip.

Experimentdlny protokol



Pred aplikovanim anestetikd, zvieratd sa odvéiia a odmerd sa rektdlng teplota rychlobeZnym
teplomerom. Po zmerani rektdine] teploty, sa poda anestetikum. Po odskiani celkove] anestézie
Standardnou metédou (aplikdcia holestivého podnetis na labku), sa zvieratd premiestnia do
experimentalnej miestnosti.
Priprava zvierata na samotny experiment

Zviera je fixované na operatnom stoliku v polohe na chrbte v celkovej anestézii a znovu sa zmera
rektaina teplota na postdenie vplyvu anestetika (¢

po 15 mindtach). Meranie elektrofyziologickych
parametrov a srdcovo-frekvenctnej variability (HRV) sa robi neinvazivne, zavedenim ihlovych elekiréd
pod koZu na koncatinach.

Prvy invazivny zésah do zvierata je preparacia artéria femoralis so zavedenim katetra na meranie
tlaku krvi. Po tejto priprave zvierata sa merajl kontroing hodnoty — EKG, HRV a tlaku krvi. V tejto faze
experimentu zviera spontdnne dycha.

Druhy invazivny zdsah je tracheotdmia so zavedenim respiracnej pumpy (dychovy objem 1mi/100g
telesnej hmotnosti a frekvencia dychania 50 dychov/min.) pre kontrolu a manipuldciu s plicnou
ventilaciou (apnoickd epizéda - zastavenie pumpy ori centralnom type apnoickej epizddy na 2 mindty,
respektive navodenie zniZenej ventildcie pri obstrukénom type apnoickej epizddy po dobu 5 minat).

Zviera je potom vyhrievané pomocou infralampy na teplotu, namerand pred podanim anestetika
a po dosiahnuti tejto hodnoty sa znovu odéitava EKG, HRV a tlak krvi. V tejto faze experimentu je u
zviera na umelej ventilacil.

Experiment

Po 5 minltach umelej ventildcie sa bude sledoval efekt apnoickej epizédy centrdlneho (1. séria

experimentov) a obitrukéného typu (2. séria Bxaar

mentov). Po odzneni apnoickej epizédy bude

upravend umeld ventildcia navydiie spomenute parametrz  dychania vtrvani 20 minat
(reoxygendcia). Pocas celli dobu sa bude snimat EXG, MRV a tlak krvi pomocou potftadového systému
a modulov pre meranie hiosigndlov ID Instrument.

Na konci experimentu sa odoberie arteridinag krv z odpreparovane] artérie femoralis na
spracovanie acidobazickej rovnovahy a koncentracie idnov.

Experimenty maju aktitny charakter a kondia sa usmrtenim zvierata, podanim bolusu anestetika
priamo do srdca.

b} Preukdzanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Pofas pokusu nebudl zvieratd pocifovat Ziadny diskomfort a budl bez socidlnej izolacie.
Experimenty st aktutne, konciace bezbolestnym usmrtenim jedinca, nakolko zvieratd budd v celkovej
anestézii. Polet zvierat je obmedzeny na minimalne tinosnd mieru, aby bolo moiné drobit validné
Statistické spracovanie dat. Celkovd miera krutosti spada do kategdrie ,slaba”. Pokus sa kon&i bez
moznosti zotavenia.
Naohradenie:
Pri danom usporiadani experimentu nie je moZné ani absolGtne a ani &Giastoéné nahradenie zvolenych
skupin. Ciele projektu jasne naznaduju, ie vytvorenie takéhoto modelu nie je mo¥né realizovat na
pocitaovych modeloch a ani na evoluéne nizéie postavenych Zivoéichov.
Pri tomto druhu vyskumu je (vzhlfadom na fyziologické parametre) je uvedeny model najlepou
alternativou huménneho modelu.
Obmedzenie:
Polty zvierat st minimalizované na maximalnu mieru, aby pri Statistickom spracovani, vysledky mali
validitu potrebnt na spinenie kritérii v currentovanych ¢asopisoch.



Zjemnenie:
Moiné stradanie a utrpenie zvierat bude minimalizované dodriiavanim kaidej z piatich slobdd
uvadzanym pri definicii welfare zvierat. Nakolko s experimenty aktltne a v celkovej anestézii
zvieratd pocas samotného pokusu nebudd vysta

!

vené Ziadnemu stradaniu a utrpeniu. Zvieratd od

dovozu aZ po samotny experiment budd v starostiivosti zatkolenych pracovnikov zverinca a v stlade
s paragrafom 31 a prilochou .5 NV 377/2012 7.2..

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouiité zvieratd v rdmci vykonsvania projekiu:

Ujma spbsobend zvieratdm z hladiska utrpenia, holesti a strachu je minimalna a odévodnena
vzhladom kocakdvanym vysledkom isohladom na eticke aspekty. Vsetci pracovnici, ktori
prichadzaju do styku so zvieratami st prisiugne oouceni a budd dhat na humanny pristup k zvieratam
a starat sa o to, aby neboli v Ziadnej faze pokusov wystavavané zhytocnému stresu. Vietky aplikacie
biologicky aktivnych latok (anestetikum ZOLETIL) budd vykondvane pod dohladom veterindrneho
lekdra. Vietky invazivne zdsahy budi robend len po overeni &tadia chirurgicke} anestézie,

Predpokladana droved krutosti: J .
Celkova miera krutosti spadé do kategdrie _,,518?:;:_’;“/[9¢K my *;1105 b =oNere s

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu; nie
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: " °2 g 6/'%(;22’7

UdrZziavanie a chov linii transgénnych modelov neurodegenerativnych ochoreni

Podrobny ucel postupu:

CieTom predkladaného projektu je udrziavanie vlastného chovu transgénnych modelov
Alzheimerovej choroby, ktoré nasledne pouzijeme na vyskum etiopatogenézy, symptomatologie,
diagnostiky a terapie tohto ochorenia. Projekt sa bude vykondvat v zariadeni na chov zvierat
pracujiicom v podmienkach podobnych SPF (specific pathogen free), ktoré umoziuju eliminovat’
neziaduce faktory okolia a potlataju heterogenitu fenotypu spdsobenti okolitym prostredim
a selektivnou vnimavostou zvierat vodi externym podnetom.

5-7 diiovym mlad’atdm sa budi odberat’ vzorky z chvosta na genotypizéciu, odliZenie transgénnych
mlad’at od netransgénnych v principoch heterogénneho priptstania. Po odstave mladat sa matky
humanne usmrtia. '
Cyklus priptistania bude prebiehat’ v pravidelnych mesa&nych intervaloch, v Jjeden tyzdeii sa budu
pripastat’ vietky potkanie linie a nasledujici tyzded linie my$i. Po vagindlnej lavazi sa
mikroskopicky uréi $tddium estrdlneho cyklu samic potkana. U samic my$i vagindlnu lavaz
nevykonavame, ale cyklus hodnotime na zéklade stupiia opuchu a zaGervenania poSvy externym
pozorovanim. Néasledne samice v §tadiu proestra vloZime do klietok ku transgénnym samcov. Na
druhy defi rdno sa urobi opit’ vaginalna lavaZ a skontroluje sa pritomnost’ spermii. U mysiek sa
zhodnoti pritomnost’ vaginalnej zatky.

=

Mlad’atém vo veku 5-7 dni sa odobert vzorky tkaniva z chvosta na genotypizaciu (0,3-0,5mm). Na
zaklade vysledkov genotypizacie sa pri odstave oddelia transgénne zvierat4 (maju integrovany gén)
od netransgénnych, z ktorych sa vdé§ina z chovu vyradi.

Pocas pripiStaciecho procesu bude vSetkym zvieratdm venovana Standardnd veterinirna
starostlivost. Pri ochoreni zvierat, budu choré zvieratd po dohode so zmluvnym veterinarnym

1
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lekdrom huménne usmrtené. Zvieratdm sa nesmie v priebehu chovu spésobovat’ zbytoéna bolest,
stres a utrpenie.

So vietkymi zvieratami sa bude manipulovat’, bude sa im venovat’ starostlivost’ a budt umiestnené
v sulade s poziadavkami uvedenymi v nariadeni vlady SR &. 23/2009 Z. z.

V pravidelnych mesaénych intervaloch sa bude pripistat’ dostatoéné mnoZstvo potomstva na
udrziavanie jednotlivych linii transgénnych zvierat. Zvierata sa vyradia z chovu edte pred tiplnym
nastupom Skodlivého fenotypu, humanne sa utratia nadmernym mnoZstvom anestetika a odobert sa
z nich tkaniva.

Cyklus pripustania:

Potkanie linie:
SHR 72 20 samic / jeden mesiac a nasledujuci mesiac 5 pripustenych samic

12 transgénnych chovnych samcov / obmiefianie kazdy 2-3 mesiac
SHR 24 12 samic kazdy mesiac

8 transgénnych chovnych samcov / obmiefianie kazdy 2- 3 mesiac
SHR 318 4 samic / kazdy druhy mesiac

4 chovnych transgénnych samcov / obmiefianie kazdy 2-3 mesiac
W72 2 samic / kazdy druhy mesiac

2 chovnych transgénnych samcov / obmietianie kazdy 2 -3 mesiac
W 318 2 samic / kazdy druhy mesiac

2 chovnych transgénnych samcov /‘obmietianie kazdy 2-3 mesiac

MysSacie linie:

R3m/4 15 samic / mesiac '
6 chovnych transgénnych samcov / obmiefianie kazdy 2-3 mesiac

R4m/7 15 samic / jeden mesiac a nasledujuci 6 pripustenych samic
6 chovnych transgénnych samcov / obmiefianie kazdy 2-3 mesiac

R4m/8 15 samic / jeden mesiac a nasledujuci 6 pripustenych samic
6 chovnych transgénnych samcov / obmiefianie kazdy 2-3 mesiac

Celkovy pocet zvierat pouzitych na pripast’anie/rok:

Potkémie linie:

SHR 72 150 netransg. samiciek
72 transg. samcov

SHR 24 144 netransg. samiciek
48 transg. samcov

SHR 318 24 petransg. samiéiek

24 transg. samcov

W72 12 netransg. samiciek
12 transg. samcov
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W 318

12 netransg. samic¢iek
12 transg. samcov

Mysacie linie:

R3m/4 180 netransg. sami¢iek/
36 transg. samcov

R4m/7 126 netransg. samidiek
36 transg. samcov

R4m/8 126 netransg. samic¢iek
36 transg. samcov

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Na naSom ustave boli vyvinuté jedine¢né animélne modely pre vyskum Alzheimerovej choroby.
Ucelom projektu je udrZiavat' chov transgénnych linii v dostatodnom mnoZstve, s produkciou

potomstva schopneho sa d’alej mnozit’ a vyuZzivat' pre udely vyskumu Alzheimerovej choroby.

Biologicka bezpe¢nost’ naSich zvieracich linii patri medzi najvyssie priority v naSom chovnom
zariadeni. Preto vnafom chove vyuZivame podmienky SPF (specific pathogen free), ktoré
umoziuji eliminovat’ neZiadice faktory okolia apotladaju heterogenitu fenotypu spésobent
okolitym prostredim a selektivnou vnimavostou zvierat voéi externym podnetom. Na§im ciefom je
produkovat’ zdravé zvierata, ktoré budi ndsledne vyuZivané v projektoch s déverou v ziskanych

vysledkoch.

Pokusy st navrhnuté v silade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuju na pracu s
laboratornymi zvieratami.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika
postupu

Vplyv na zviera

Vazenie zvierat

Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest’
ziadna. Trvanie 1-2 mintty.

Vaginalna lavaz

Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest’
ziadna. Trvanie 30 sekund.

Odber tkaniva za
ucelom genotypizicie —
Spicka chvosta

Kratkodoby mierny stres spsobeny manipulaciou. Odstrihnutie
0,3-0,5mm tkaniva chvosta.
Bolest’ slaba.

Usmrtenie dislokiciou
krénych staveov po
predchadzajiicej
anestézii

Standardna metdda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na krku.
Intraperitonedlne sa poda anestetikum (zoletil+xylariem).
Cervikdlna dislokacia sa vykona v anestézii. Bolest’ Ziadna.
Trvanie 30 sektnd.




Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Zohl’'adnenie 3R

Zjemnenie: :

Pri manipulcii so zvieratami sa budi dodrZiavat interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchddzat huménne a nebude sa im vyvijat prebytoény stres. Zvieratdi s chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam. Nastup priznakov
Skodlivého fenotypu u zvierat zadina a v 4,5-5 mesiaci veku, preto budd z chovu vyradené eite
pred vyvinutim sa fenotypu a budi humanne usmrtené.

Redukcia:
Stanoveny po€et zvierat je minimalizovany v &o najvyssej moZnej miere, v pofte nevyhnutnom pre
udrZiavanie Iinii s ohladom na reprodukénti schopnost’ a zivotaschopnost’ mldd’at jednotlivych linii.

Nahradenie:

Chov audrZiavanie transgénnych modelov Alzheimerovej choroby je nevyhnutnou suéastou
vyskumu tohto ochorenia, ked’Ze doposial’ nebola objavend Fiadna ind metoda in vitro testovania,
ktor4 by spltiala vietky aspekty vyskumu tohto ochorenia.

Zisada nahraditeP’nosti zvierat
Alternativna metdda neexistuje, jedna sa o prirodzeny spdsob pripustania zvierat.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudii vystavené utrpeniu. Skodlivy fenotyp sa naplno vyvija aZ vo
vySSom veku v zavislosti od tg.linie, zvieratd budd vyradené z chovu eite pred néastupom
viditelnych klinickych priznakov a budd huménne usmrtené nadmernou davkou anestetika a
naslednou cervikalnou dislokaciou.

Projekt bol naplanovany tak, aby sa minimalizoval po&et pouzitych zvierat na najvy$§iu moznu
mieru, nevyhnutni pre odchov dostatoéného mnoZstva potomstva.
Zatiatok pokusu je planovany na 1.12.2015 a bude sa realizovat’ do 31.12.2018.

Zvierata nebudi vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt ﬁcvyiaduje spatné postdenie (podl'a Narjadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).



Priloha ¢&. 2

Netechnické zhrnutia projektu

Nazov projektu: Endogénna stimuldcia a exogénna aplikécia neurotrofickych faktorov na
potlaCenie sekundarnych zmien v modeli kompresného poskodenia miechy.

Cislo konania rozhodnutia o schvsleni projektu: 2/0173/14 ~ 4238 /1Y =22 4
KIiéové slova v projekte ( max 5 slov): kopmpresia miechy, neurotrofické faktory,
sekundérne poskodenie.

Utel projektu”:

Zékladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

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

Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie

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

Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

(napr. nie st este vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost’ jeho vykonania z hl'adiska vedy,
z klinického hl'adiska)

Neutrotrofické faktory aich prislusné receptory si v mieste poSkodenia tzko spité s
potencialom regenerdcie. V mieste traumatického poskodenia Jje hladina neurotrofickych
faktorov zniZend, z toho ddvodu su lietebné pristupy v stlasnej dobe zamerané na
zvySovanie ich koncentracie. Cielom predloZeného projektu je  redukovat sekundarne
poSkodenie v mieche po traume. Za udelom zistenia efektivnej terapie sa pouZiji nové
terapeutické pristupy 1) exogénna aplikécia neurotrofickych faktorov, 2) endogénna
stimulécia neurotrofickych faktorov, 3) aplikécia biodegradovatelnej membrany pripravenej
z chitosanu, 4) kombinovand terapia (najuginnejsia exogenna/endogénna stimuldcia rastovych
faktorov a biodegradovatel'ného kompozitu).

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

NaSa pracovna hypotéza je zaloZend na poznatkoch, Ze vyvin lokélneho edému a vyslednd
sekundarna ischémia v epicentre pogkodenia miechy vedie k narastajicej degeneracii axdnov,
ktoré su inak morfologicky neporugené. Aplikacia trofickych faktorov (endogénna a
exogénna) v prvych hodinéch po poskodeni by mala viest’ k zlepgeniu prietoku krvi v mieche,
a to znfZenim edému a zépalovej reakcie. Po aplikacii trofickych faktorov predpokladdme
Ciastoénu normalizaciu metabolickej homeostézy bunky. Ak sa poskodend &ast miechy
premost{ prostrednictvom chitosanu a zlepSeny metabolicko-funkény stav sa udrzi aj po
ukonceni lie¢by, méZe dojst’ ku klinicky relevantnému zlepSeniu neurologickych funkcii. Na
overenie tejto hypotézy pouZijeme osvedéeny model traumatického poSkodenia miechy
u potkanov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
V experimentoch budu pouZité laboratérne potkany (Rattus norvegicus) kmeria Wistar,
samice v poéte 160ks na celt dobu riedenia.



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

Kompresia miechy bude uskuto€nena z jej dorzalnej strany, ale tlak na miechu vyvola
poskodenie, ktoré sa roz§iri aj do okolia. Tym sa porusia zdkladné motorické reflexy, ktoré
zabezpetuju stalu adaptaciu dizky svalu na pohyb, d’alej polysynaptické reflexy, ktoré
ukonCuji kontrakcie vyvolané napinacim reflexom a exteroceptivne reflexy, ktoré vznikaju
drazdenim receptorov uloZenych predovietkym v kozi. Tieto reflexy budd po traumatickom
poskodeni miechy zachované iba &iastoéne.

Predpokladana troven krutosti:
Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikdciu krutosti postupu oznadit’ ako
Lkruta'’

Uplatnovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zdévodnenie pouzitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdze pouZit’ alternativna
metoda bez pouzitia zvierat)

Existujiice alternativne metédy nemézu poskytntf komplexnii odpoved’, pretoZe sa jedna
o finalne testovanie fyziologickych a patofyziologickych uc¢inkov. Podet zvierat pouzitych v
kontrolnej a experimentalnej skupine je obmedzeny na moZné minimum. Zvieratd budu
uspaté Isofluranom, po zésahu sa im podaji analgetikd (Novalgin). Odber na biochemické
analyzy sa vykond v hlbokej thiopentélovej anestéze, na histochemické analyzy vyluéne po
eutanazii zvierat'a; odoberie sa torakalna a lumbosakralna miecha.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia uréeného poétu zvierat, akym spO6sobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouzil minimalny moZny podet zvierat)

~Polet experimentalnych zvierat (160 ks) bol stanoveny vzhladom ktomu, Ze (1)
predpokladame velkd individudlnu variabilitu vysledkov, z tohto dévodu planovany pocet 10
kusov zvierat v skupine je podl'a nasich doterajsich skusenosti najniz8i vhodny podet pre
ziskanie $tatisticky vyznamnych vysledkov; (2) experimentdlne skupiny uvedené v prilohe &.
1 st potrebné na kvalitativne a kvantitativne stanovenie poSkodenia miechy a urdenie
protektivneho vplyvu; (3) traumou poskodensd miecha neméze byt pouzitd zirovenl na
biochemické ako aj histologické a imunohistochemické analyzy.

3. Zjemnenie:
V3etky zdkroky, ktoré budii na zvieratich uskutodnené, budu vykonéavané pod celkovou
anestézou, t.j. nebudu pre zvierata bolestivé.

(Vysvetlit’ vyber pouZitych druhov zvierat, zddvodnenie pouzitia zvierat’a, objasnenie
spbsobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonévania postupu
tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu) ‘

Experimentdlne zvieratd budii podas zakroku v celkovej anestéze, budi im poddvané
analgetikd a antibiotikd, aby sa predi§lo pripadnej bolesti a zapalovej reakcii. Kazdodenna
starostlivost’ experimentalnych zvierat sa &leni medzi vysoko3kolsky vzdelanych é&lenov
projektu, ktori maji prax s experimentami na zvieratach. Experimentélne zvieratd budu po
zasahu oznacené na chvoste a ndsledne budt umiestnené individualne v klietkach s uvedenim
¢isla zvierat'a.



Nakolko nepracujeme s infekénymi ani toxickym materidlmi, zvieratda budd Standartne
umiestené v pooperaénom oddeleni zvieratnika.

Projekt bude podliechat’ opdtovnému schvalovaniu: 4no  nie



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu: Interakcia nitrergicke;j, neurotrofickej a endokrinnej signalizacie animalnom modeli
schizofrénie

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 179240/ AS AZ‘24
Kracove slova: vyvin mozgu, schizofrénia, endofenotypy
Ugel projektu: zakladny biomedicinsky vyskum

Cief projektu

Cielom projektu je priniest nové poznatky o patogenéze schizofrénie - zavaznej a Castej psychickej
choroby. V projekte preskimame vyznam interakcie medzi nitrergickou, neurotrofickou a endokrinnou
stresovou signalizaciou vo vyvine mozgu a jeho poruche, ktora je zakladom schizofrénie.

Prinos projektu

Projekt prinesie nové poznatky o neurovyvinovych procesoch v patogenéze schizofrénie a
mozZnostiach ich farmakologického ovplyvnenia. Tento projekt vychadza zo st&asnych poznatkov o
centrainej ulohe genetickej predispozicie a vulnerability k stresu v neurovyvinom poskodeni pri
schizofrénii. Projekt vyuziva multidisciplinarny pristup a so zamerom postihnit viacero drovni -
geneticku, neurobiologicktl a behavioralnu. Zameranie na endofenotypy schizofrénie nam umozni
integrovat' nalezy ziskané u experimentalnych zvierat s datami ziskanymi u ludi s genetickym rizikom
schizofrénie.

O prinose projektu svedéi skuto&nost, Ze projekt bol schvéleny na financovanie Agentirou pre
podporu vyskumu a vyvoja.

Druh pouzitych zvierat a ich predbezny pocet
Druh: Potkan laboratérny (Rattus norvegicus), kmen Sprague — Dawley
PredbeZny pocet: samce n=168 ks, samice n=201 ks (33 matiek, 168 mladat)

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

V projekte sa planuje pouzit animalny model schizofrénie zalozeny na chove potkanov v socidlnej
izolacii po odstaveni. Nakolko su potkany socialne Zijuce zvierata, predpokladame nepriaznivy vplyv
na dané zvieratd, ktora je vSak pre tento model nevyhnutna, pretoZze je samotnou podstatou a
zmyslom modelu psychickej poruchy. V jednotlivych postupoch budl zvierata farmakologicky
ovplyvnené. Pdjde o opakované i.p. podavanie farmak a tiez chirurgické zavedenie podkoznych
osmotickych minimimp a peliet s postupnym uvolfiovanim v celkovej anestézii. V projekte sa taktie?
planuje vystavenie zvierat behavioralnym testom, kde najma test niteného plavania predstavuje silny
stresovy podnet.

Predpokladana troveii krutosti: stredné krutost

Sucastou projektu je chov potkanov v giasto&nej izolcii. V izolovanom chove bude zviera v klietke
osamote pricom bude mat moznost' vidiet, podut a citit ostatné potkany v miestnosti, zabranené bude
iba fyzickému kontaktu medzi zvieratami. Tento postup sa klasifikuje ako slabo kruty (priloha &. 4
nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z. z.). Behavioralne testovanie je spojné so situaciami diskomfortu a
zahfaju vyvolavanie vyhybavych reakcii v podmienkach, v ktorych sa zviera sa podnetu neméze
vyhnut. Tento postup sa klasifikuje ako stredne kruty.



Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat

V biomedicinskom vyskume, rovnako teda aj vyskume schizofrénie, je zatial pouzitie laboratérneho
potkana nevyhnutné a nenahraditelné. Dokumentuje to prfloha Doklad o overovani v registroch
medzinarodne overenych a uznanych alternativnych metéd. Model socialnej izolacie potkanov po
odstaveni je etablovanym neurovyvinovym modelom schizofrénie. Pre sledovanie nami vyty&enych
cielov nemame inli moznost ako pouzit laboratérnych potkanov.

2. Redukcia poétu zvierat:

V experimentoch je zabezpeceny optimalny pocet experimentalnych zvierat na zaklade analyzy
Statistickej sily. Maximaina vyuzitefnost a vytaZenost bude zabezpetena tym, ze optimalizujeme
poet merani a maximalizujeme poget odobranych vzoriek na sledovanie fyziologickych,
biochemickych a morfologickych parametrov.

3. Zjemnenie:

Bolestivost chirurgickych zakrokov (subkutdnne zavedenie minipdmp a peliet) bude eliminovana
anestéziou s pouZitim isofluranu (2.5%). Po skongeni experimentu budu zvierata za Géelom vyskumu
vnitornych organov humanne utratené: najskor sa vystavia oxidu uhligitému v uzavretej nadobe aZ do
straty vedomia; v hlbokom bezvedomi bud( nasledne dekapitované a odkrvené.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: nie



Priloha 3

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu:
In vivo testovanie systému Bacterial Ghosts a cytostatik.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 4024T/ 152274

KPicové slova v projekte:
BGs, protinddorova terapia, bunky CT 26, bacterial ghosts

Uéel projektu: Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Ulohou tohto projektu je ziskat’ dalSie in vivo vysledky pre aplikiciu BGs v protinadorovej
terapii. [n vivo testy na mySiach budi vykonané na BGs pripravenych z probiotického
kmefia E. coli Nissle 1917. Primarne koncentracie cytostatika a davky BGs budt vychadzat
z vysledkov predchidzajicej $tudie Ro-2509/15-221. Cielom projektu bude stanovenie
minimélnej u¢innej davky cytostatika, maximalne tolerovatelnej davky systému BGs a
optimalizacia imunizaéného protokolu. Experimenty budi zamerané na stanovenie G&innosti
lietby vzhladom na dobu preZivania zvierat po terapii aex vivo analyza stimulovanej
protinadorovej imunity, ktord bude zahriovat’ cytokinovy profil v sére zvierat a vyhodnotenie
Specificity stimulovanej protinddorovej bunkovej imunitnej odpovedi.

Prinos z vykonaného projektu:

Systém Bacterial Ghosts (BGs) vyvinuty v obdobi poslednych rokov predstavuje nova
platformu nachadzajicu svoje uplatnenie pri vyvoji vakcin ako vhodna alternativa v
sucasnosti dostupnych virusovych a bakteridlnych transfekénych systémov, s nizkou
cytotoxicitou a s vysokou t€innostou prenosu 3pecifickych antigénov a lie¢iv. Systém BGs,
ktory predstavuji prazdne bakteridlne obaly Gram-negativnych baktérii, v sebe spaja
vlastnosti U¢inného nosi¢a na prenos proteinov, DNA, antineoplastik a imunomodulatorov,
ako aj vlastnosti prirodzeného adjuvans.

Zaroveii by systém BGs mal byt vbuducnosti vyuZity aj ako prenosovy systém pre
vysokotoxické cytostatika priamo do nddorového mikroprostredia.

Tieto skuto¢nosti podporuju potencial systému BGs v nadorovej terapii s cielom zabezpelit
vyrazné zniZenie neZiaducich vedlajiich uginkov konvenénych chemoterapeutik, a tak zvysit
jednak ich terapeuticky efekt, ako aj kvalitu Zivota onkologickych pacientov.

VyuZitie BGs (Bacterial Ghosts) ako protinddorového liediva predstavuje nové moznosti
v lie¢be nadorovych ochoreni u I'udi.

Druhy pouZzitych zvierat a ich predbeZné poéty:
Balb/c mysi - 500, samci a samice, 20-25g

Stranalz2



Priloha 3

Projekt je planovany na obdobie jedného roka a bude prebiehat’ v niekolkych experimentoch,
v jednom exp. bude zaradenych cca 80-100 zvierat. V kaZdom experimente budi negativna
kontrola, kontrola BGs, skupina s cytostatikom a testovacie skupiny ( kombinécie cytostatika
a BGs). Budi overované aj viaceré terapeutické schémy primamej protiniddorovej terapie
rovnako aj davkovacie schémy pre BGs. Z predchadzajucich experimentov sa ukazuja
rozdiely v citlivosti usamcov asamic, preto budi experimenty vykonivané na oboch
pohlaviach.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati v riamci vykonidvania
projektu:

Vzhl'adom na doterajSie skiisenosti s modelom nepredpokladdme vyrazny nepriaznivy vplyv
pri vyvoji samotného modelu apodavania latok. Akékolvek zhorSenie zdravotného stavu
zvierat bude konzultované s veterindrnym lekirom a tieto zvierata v pripade tazkych stavov
budd huméanne utratené.

Predpokladana virovei krutosti:

Jednotlivé postupy (vaZenie, ip. aplikacia, implanticia nadorovych buniek ) podla
klasifikécie krutosti boli hodnotené ako slabé aZ stredné.

Zvierata prejavujuce bolest’ budi humanne utratené.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Test na zvieratach sa ned4 nahradit’ alternativnymi metddami in vitro, in vitro vysledky je
potrebné v tejto faze potvrdit/nepotvrdit’ na zvieratach. In vivo hodnotenie zahffia aj vplyv
faktorov organizmu ¢im sa pribliZuje podmienkam ddleZitym pre humanne aplikacie.

2. Redukcia poctu zvierat:

Pocty zvierat v pokuse st primerané, redukované v maximalnej miere; ich d’alSie zniZenie by
mohlo ovplyvnit’ reprodukovatelnost’ a validitu pokusu.

Uvedeny pocet (500) zvierat v pokuse a 10 jednotlivych skupinich je potrebny z dévodu
Statistického hodnotenia.

3. Zjemnenie:

Mys je najCastej$im modelom pre hodnotenie ir vivo G¢innosti protinddorovej terapie. Tento
model i ked’ ide o malé laboratérne zvierata poskytuje dostatok informacii pre potvrdenie
ucinku, navrh d4vok, davkovacej schémy, pripadne dalieho biologického materilu pre
roz8irené hodnotenie: biochémia, hematologia, protilatky a pod.

Vzhl'adom na to, Ze v pokuse nebudt vykonané Ziadne bolestivé zakroky, nie je potrebné
pouZit’ latky zmierfiujice bolest’. Pri aplikacii a manipulacii so zvieratami budi uplatiiované
postupy zameran€ na zniZenie miery strachu.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu:  4ne nie

Strana 2 z 2



Priloha ¢. 2

Netechnického zhrnutia projektu

Nézov projektu: Uloha syntézy proteinov pri tvorbe faktora indukujiceho ischemicku
toleranciu v mozgu

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 2/0012/15 — 4. 4 7&////” J 7

KPacové slovd v projekte ( max 5 slov): ischémia mozgu, kondicionovanie, inhibitor
syntézy proteinu, krv

Uéel pro jeltu': Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metédy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 7.
z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare I'udi alebo zvierat
Ochrana druhov
VysokoSkolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonif geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al$ieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny ncel projektu, uvedie sa aky

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

Ischémia mozgu predstavuje vézny spolodensky a medicinsky problém, ktory je na
poprednych prie¢kach dévodu umrtnosti vekovo starsej populdcie a vyrazne ovplyviluje
kvalitu Zivota preZiv§ich. Aj napriek intenzivnemu vyskumu tejto problematiky neexistuje
Ziadna efektivna terapia veduca ku zlep3eniu stavu postihnutého. Z dévodu progresivneho
zvySovania percenta vekovo star§ich jedincov vramei populacie sa experimentalny vyskum
stratégii elimindcie ischemického pokodenia nervového tkaniva stava vysoko aktualnym.

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

V' pripade experimentalneho potvrdenia nadej tedrie na dvoch najcastejSich modeloch
mozgovej ischémie verime, e zistime chemicki povahu a parentélnu populaciu produkujicu
faktor indukujici toleranciu voéi ischemickym podmienkam. Tato informécia predstavuje
kI'i¢ovy bod pre rozlistenie presného mechanizmu prenosu a akcie faktora navodzujiceho
toleranciu a teda aj pre d’alsi klinicko-experimentalny vyskum.

Druhy pouZzitych zvierat a ich predbeZné poéty:



V experimentoch budii pouzité laboratérne potkany (Rattus norvegicus) kmetia Wistar, samce
v pocte 160ks na celt dobu riesenia.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufité zvieratd v ramei vykondvania
projektu:

Z hladiska bolestivosti predpokladdme minimalny nepriaznivy vplyv na zvierata. Operaéné
procedury, ktoré budi vykonané skusenymi a zaskolenymi operatérmi, nevyzaduju hruby
zésah do organizmu a dlhodobu rekonvalescenciu. Z hl’adiska prejavov operaénych postupov
na zvieratéch je mozné predpokladat’ kratkodoby vplyv na motorické funkcie.

Predpokladana troveit krutosti:

Na zdklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikéciu krutosti postupu oznacit’ ako
LHStredni®.

Uplatiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zddvodnenie preco sa nemédze pouzit” alternativna
metdda bez pouzitia zvierat)

Ischémia mozgu a postischemicka regenerécia st procesy dynamické, tazko predvidatelné a
zavisiace na mnohych faktoroch. Ischemické poskodenie ovplyviluje organizmus celosystémo
anaopak, ischémiou naru§end homeostdza organizmu spédtne vplyva na procesy
neurodegeneracie v mozgu. Neexistuje Ziaden model ischemického poskodenia nervového
tkaniva, ktory by bol schopny zohladnit celkovy pytofyziologicky aspekt a ktory by bol
klinicky relevantnej$i. Z tychto dévodov nie je mozné uskutoénit dané experimenty
alternativnym spdsobom bez pouZitia zvierat.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia urCeného podtu zvierat, akym sposobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouzil minimalny mony poéet zvierat)

Pocet 160 ks zvierat bol stanoveny vzhladom ktomu, e (1) predpokladame velku
individualnu variabilitu vysledkov, z tohto dévodu planovany pocet zvierat v skupine je podla
nasich doterajsich skusenosti najniz$ vhodny pre ziskanie Statisticky vyznamnych vysledkov;
(2) experimentélne skupiny uvedené v prilohe &. 1 st potrebné na kvalitativne a kvantitativne
stanovenie poSkodenia mozgu akrvnych parametrov, urenie protektivneho vplyvu
kondicionovania a definovanie chemickej podstaty faktora indukujtceho toleranciu a jeho
parentélnej populacie; (3) ischémiou poskodené nervové tkanivo nemoze byt’ pouZité zaroven
na biochemické ako aj histologické a imunohistochemické analyzy.



3. Zjemnenie:

V projekte budi pouZité samce potkana kmena Wistar, ¢o je $tandardny model pre vyskum
tohto typu. Vsetky zdkroky, ktoré budi na zvieratach uskutoénené, budi vykonavané
skiisenym personalom pod celkovou anestézou, t. J. nebudu pre zvierata bolestivé. Zvieratdm
po operacii budi podané analgetikd, v pripade potreby aj pocas doby preZivania. Zvierata
budti umiestnené v klietke po dvoch jedincoch tak, aby nedoslo k naruseniu ich prirodzeného
spravania. Po ukonéeni pokusu budu jedince humanne usmrtené.

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

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: dno nie
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Vedecké ciele

Cielom projekiu bude zistit' mieru anxiolytickych a antidepresivnych u¢inkov derivatoy
pyridoindolu stobadinu. Potencial tychto derivatov budeme hodnotit’ neinvazivinymi metodami
ctologickej analyzy v testoch prispésobenych na zistovanie miery motoricke] aktivity,
emocionality a tzkosti v kombinécii s biochemickou detekciou hladin biogénnych aminov
pomocou HPLC-ED vo vybranych $truktirach mozgu. KedZe stobadin je derivat neuroleptika
Karbidinu, predpokladime vyrazné anxiolytické, respektive antidepresivne vlastnosti tychto
derivatov.

Struény stav problematiky

Podl'a WHO na svete trpi dusevnymi poruchami viac ako 450 miliénov Iudi a len napriklad s
depresiou je viac ako 350 miliénov Iudi vsetkych vekovych kategorii. Prave depresia je
najrozsirenej$im duSevnym ochorenim a hlavnou pricinou invalidity vo svete. Medzi d’al3ie
najcastejSie mentdlne poruchy v EU patria uzkostné ochorenia. Depresia je charakierizovana
smutkom, stratou schopnosti pocitovat’ radost, pocitmi viny anaruSenym cyklom spanku
a prijmu potravy, ako aj stratou koncentracie. Uzkost’ je definovana ako stav neocakdvaného a
neprimeraného  nepokoja, ¢asto spojeného s nervozitou, napétim, rozptylovanim,
podrazdenostou a poruchami spanku, ktoré spdsobuju somatické prejavy tzkosti
(dychaviénost, potenie, nevolnost, zrychlenie srdcovej ¢innosti a zvySenie tlaku krvi (Sandford
a spol., 2000). Podla odhadov WHO bude v roku 2020 depresia spolu so srdcovo-cievnymi
ochoreniami najcastej$im ochorenim a nelietend moze viest a? k samovrazde. Podla
Nérodneho centra zdravotnickych informécii patrili v roku 2012 k ochoreniam s najvyssim
vyskytom v psychiatrickych ambulancidach na Slovensku afektivne poruchy prejavujuce sa
neprimeranou dlhodobou emo¢nou reakciou organizmu na stres. Dalej to boli neurotické,
stresom podmienené a somatoformné poruchy.

Pred viac ako 40-timi rokmi sa benzodiazepiny (BZ) rychlo stali najpouzivanej$imi
psychotropnymi lie¢ivami. Avsak v sticasnej dobe sa pristup k tymto latkam vyrazne zmenil z
dovodu navykovosti, abstinenénych priznakov po vysadeni a krdtko- a dlhodobymi vedl'aj$imi
neziaducimi G¢inkami po dlhodobom uzivan{ (Basile a spol., 2004). Z tohto dévodu sa vyskum
zameriava na hl'adanie latok, kioré by neboli chemicky pribuzné BZ so $pecifickejsim
terapeutickym ¢inkom bez sprievodnych neZiaducich ucinkov. U latok s pyridindolovou
Struktirou ako napr. [6—Fluoro—9—metyl—2—fenyl—4—(pyrolidin—1—ylkarbonyl)— 2,9-dihydro-1H-
pyridol[3.4-b]indol-1-one] bolo dokazané, Ze st agonisti GABA 2 receptorov a mohli by byt
klinicky vyuzité ako anxiolytikd a myorelaxancia (Licata a kol 2005). Pyridoindol stobadin

.

(STO) [(’—)—cis—lS—dimety]—2,3.4,421,5,9b—hexahydr0—1prrido[:4,3—b]indol_] je derivat gama-



karbolinového antidepresiva a neuroleptika Karbidinu ako jeho aktivny (-)-enantiomér.
Origindlnymi = syntetickymi postupmi sa pripravila rozsiahla séria novych derivétov
antioxidantu STO so zvyraznenymi antiradikdlovymi a protektivaymi vlastnostami, ako
napriklad schopnost™ inhibovat' enzym aldézareduktazu, vstupovat’ do oxidoredukénych
procesov, vychytavat’ vol'né radikily (Stefek a kol., 2008). Pri navrhu novych molekul sa
vychddzalo z kvantovochemickych vypoctov ich vlastnosti (RaCkova a kol., 2006). Popri
zvyrazneniu ich ochrannych G&inkov sa podarilo u novych ldtok obmedzit’ niektoré neZiaduce
acinky povodnej latky a znizit' akutnu toxicitu. Cielena modifikacia molekuly STO viedla
nielen k zvy$eniu jeho antioxidaénych vlastnosti. ale aj ku zvySeniu jeho neuroprotektivnych
ttinkov (Stole a kol.. 2008). Dokézalo sa to pri poskodeni centralneho nervového systému
akutnym nedostatkom kyslika a traumou. Podobny u¢inok sa zistil aj u chemicky pribuzného
noveho antioxidantu 2,3- dihydromelatoninu (Gasparovd a kol., 2006). Jednym z novych
derivatov, substituovany metoxy-skupinou na aromatickom jadre a etoxykarbonyl-skupinou v
polohe gama na pyrimidinovom dusiku, 2-etoxykarbonyl-8- metoxy-2.3,4,4a,5,9b-hexahydro-
1H- pyrido-[-[4.3b] indolinium chlorid (SMelEC2). Doterajsie vysledky poukazuji na jeho
ucinné antioxidacné a neuroprotektivne vlastnosti (Stole a kol.. 2008). Nové pyridoindolové
derivity mozno pokladat’ za alternativne farmaka na prevenciu a lie¢bu ochoreni spojenych s
pritommnostou oxidacného stresu. K ich antioxida¢nym vlastnostiam sa pridruzuje aj ich mozny
anxiolyticky resp. antidepresivny uéinok. Predbené experimenty poukazuju na anxiolyticku
aktivitu SMelEC2 v teste vyvyseného bludiska v tvare plus, ako aj v diskrimina¢nom teste
light/dark boxu (Mach a kol., 2009). Ak zoberieme do uvahy nizku toxicitu tychto latok (LDso
u viesiny je viac ako 2500 mg/kg) (Stolc a kol., 2008) a vynikajice antioxidacné vlastnosti,
tieto derivaty by mohli byt” vhodnymi kandidétmi na podrobné preskiimanie.
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Predpokladany prinos

Zistenie anxiolytickych resp. antidepresivnych vlastnosti novych pyridoindolovych derivatov
stobadinu, kioré vychddzaju z molekuly neuroleptika Karbidinu by mohol prispiet’ k roz§ireniu
poznatkov o ich vyuziti v psychofarmakoldgii a tak poméet v liecbe a prevencii Uzkostnych a
depresivnych stavov, kioré st zdvaznym problémom stcasnej populécie. Ked'Ze tieto derivaty

maji  osobitné antioxidatné vlastnosti a nizku toxicitu, v pripade  vyraznych



anxiolwickych/amidepresivnych vlastnosti by bolo vywzitie v praxi ako ndhrada
benzodiazepinov v lieche a prevencii izkostnych stavov vel'mi doleitd.

Druhy pouzZitych zvierat a ich predbeiné poéty:
potkan kmeri Wistar/DV, predbezne 840/5 rokov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramei vykondvania
projektu:

Uvedené behaviordlne testy u potkanov su $tandardné testy podl'a Current Protocols In
Neuroscience: Behavioral Neuroscience, Supplement 28, Jonh Wiley & Sons, Inc. 2004, su
neinvazivne, vychadzaji z hodnoteniz ich spontanneho sprévania a za ziadnych okolnosti
nesposobuju zvieratu bolest ani utrpenie. Nepredpokladéme nepriaznivé ucinky testovanych
latok v nami stanovenych davkach.

Predpokladan:

v

Slabé — v3etky typy pouZitych postupov zarad'ujeme podla prilohy ¢.4 k nariadeniy vlady ¢.
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V ramei chronického nepredvidatelného stresu ani Jeden stresor samotny neprekracuje Groven
slabej krutosti podla prilohy ¢.4 k nariadeniu viady €. 377/2012 Z.z. Avsak z dovodu
opakovania mdze byt’ diskomfort a welfér zvierat zhorseny, ¢o je aj ucelom postupu. Preto
sme sa na zaklade konzultacie rozhodli preklasifikovat  droven krutosti ChNS ng
slabé/stredna.
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L.p. aplikdcia skimanych latok

Modifikovany Irwinov test
vyvysené budisko v tvare plus
explordcia v tmavom/svetlom prostred{
exploraéné spravanie v otvorenom poli
test vynuteného plavania (’PMOV test)
Morrisovo vodné bludisko B B !
Ucenie aktivnym vyhybanim

Hypertermia spdsoben4 stresom (IW'—‘“* “““““ 7
Hyperternmia sposobend stresom (HSS)

Humaénne utratenie



Replacement (nahraditel'nost’ zvierat)

Postup nie je moiné vykonat bez pouZitia animédlnych modelov zvierat na tadium
potencidlnych anxiolytickych a antidepresivnych vlastnosti nami vybranych derivatov, ktoré
boli navrhnuté in silico pomocou programu DRAGON na ziklade deskriptorov ,.drug-
likeness™. Pokus nie je mozné realizovat v podmienkach 17 vitro, je potrebné ho uskutocnit i
vivo. Rovnako nie je mozné pokus vykonat’ na systematicky nizsom druhu Zivocichov. Pri
tomto planovanom postupe neexistuji alternativne metddy.

Reduction (znizovanie po&tu zvierat)

Reprodukovatelné vysledky je mozné ziskat len pri spracovani dostatoéného poctu zvierat.
Pocet zvierat je zredukovany na najnizsf mozny pocet v jednotlivych skupindch, potrebny na
validaciu a reprodukeiu vysledkov a &tatisticke hodnotenie (10 na skupinu). K ovplyvnenym
zvieratdm je nutné priradit’ aj kontrolny skupinu zvierat ako aj pozitivau kontrolny skupinu,
takZe celkovy pocet pouzitych zvierat bude 840 ks v priebehu celého trvania projektu. Dalgie
zniZovanie poétu zvierat v postupe je spojené s rizikom falogne negativnych alebo falogne
pozitivnych vysledkov. ktoré by potencialne viedli k neopodstatnenym postupom na d’alich
zvieratach.

Refinement (zjemnenie pokusu)

S ciel'om minimalizovat® stres u zvieral, budd pri experimente pritomné len osoby nevyhnutné
na vykonanie samotného pokusu. ktoré budi k zvieratdm pristupovat’ velmi Setrne. Pocas
cel¢ho priebehu experimentu bude o zvierat4 naleZite postarané, budu ofetrované odbornymi
pracovnikmi zverinca a pravidelne kontrolované vedicim experimentu. Zdravotny stav zvierat
bude denne monitorovany. Zvieratd budu pri pouZitych testoch minimalne vystavené stresu a
bolesti. Po ukonéen{ experimentu a humannom usmrteni zvierat sa uz d’alej bude pracovat’ len
s tkanivom.

Spitné posudenie: nie



