PRILOHAC. 2
Netechnicke zhrnutie projektu podla §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia vlady SR & 377/2012

Nazov projektu:

MECHANIZMY, SKORA DETEKCIA A TERAPIA ASFYKTICKEHO POSKODENIA V PERINATALNOM OBDOBI
~Teratologicka stadia 4544 [16—2 4

Kliéové slovd v projekte (max 5 slov):

hypoxia, prenatdlna asfyxia, malformacie, zvieracie modely, rastlinné extrakty

JEel projektu”: Zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

PouZitim vhodného animdlného biomodelu pre testovanie teratogenity a vyuZitim neinvazivného
modelu perinatdlnej asfyxie pre $tudium asfyktickych podmienok potas gravidity budeme monitorovat
asfyktické podmienky u matky a plodu. Za perspektivny faktor zniZenia oxidacného stresu, ako jednej zo
zdvainych priCin vzniku a rozvoja neurodegenerativnych ochoreni sa okrem iného povaZuje aj stabilny
prijem prirodzenych antioxidantov napr. vo forme Standarizovanych extraktov lie€ivych rastlin, alebo
niektorych z nich izolovanych obsahovych latok. Preto otdzka ich relativnej bezpe&nosti z hladiska ich
Ucinku na matku a plod je velmi aktudina.

Konkrétne:
1. Hodnotenie kvantitativnych a kvalitativnych ukazovatelov u matiek a plodov potkanov v modeli
subchronickej asfyxie indukovane] v senzitivnych obdobiach vyvin mozgu:
- teratologické vySetrenie plodov podia OECD predpisov
- histopatologické vysetrenie placient a orgédnov plodov
- elektoforeticky sa vy3etri proteinové spektrum plodovej vody resp. biochemické markery
oxida&ného poSkodenia v plodovej vode

2. Hodnotenie schopnosti rastlinnych extraktov (Agrimonia eupatoria, Cynara cardunculus, Matricaria
recucita) znizit nasledky asfyktického inzultu v modeli subchronickej prenataine]j asfyxie :
- teratologické vySetrenie plodov podla OECD predpisov
- histopatologické vySetrenie placient a organov plodov
- elektoforeticky sa vySetri proteinové spektrum plodovej vody resp. biochemické markery
oxidaéného poskodenia v plodovej vode

Vysledky jednotlivych experimentdlnych $tudif prispeju k lepdiemu poznaniu pri¢in a mechanizmov
asfyktického poSkodenia v obdobi vyvinu a jeho odhalenia na zaklade hodnotenia toxikologickych,



biochemickych a morfologickych ukazovatelov v dostupnych telesnych tekutinich {plodova voda),
ktorych odber by nezataZil organizmus. DéleZitou stcastou projektu bude hodnotenie protektivnych

schopnosti Standarizovanych extraktov vybranych lie¢ivych rastlin z hladiska ich G&inku na asfykticku
matku a plod.

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

Vysledky jednotlivych experimentdlnych 3tadil prispejd k lepéiemu poznaniu a pochopeniu mechanizmov
asfyktickeho poskodenia v obdobi prenataineho vyvinu a jeho moZného odhalenia na zaklade
hodnotenia toxikologickych, biochemickych a morfologickych ukazovatelov v organizme matlky, plodov a
plodovej vody. Neoddelitelnou stcastou postupov bude zistovanie relativnej bezpeénosti
Standarizovanych extraktov liedivych Agrimonia eupatoria, Cynara cardunculus a Matricaria recutita z
hladiska ich Gcinku na prenatélny vyvin plodu potkanov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné poéty:

Potkany kmefia Wistar chovu Dobra Voda

210 ks samic, vek 3-4 mes, hmotnost 180-200 g
75 ks samcov, vek 3-4 mes, hmotnost 240-260 g
Pocet plodov 210 x 12 = 2520 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouité zvieratd v ramci vykondavania projektu:

Model subchronickej prenatédlnej asfyxie (SPA), ktory pouzijeme pri realizacii projektu je u gravidnych
samic dobre zndany. Z historickych dat neevidujeme nepriaznivé dcinky asfyktického inzultu na
gravidné samice. Znizené mnoistvo parcidlneho kyslika, mdZe u zvierat spdsobit diskomfort v podobe
maldtnosti, zvySenej srdcovej &innosti, zvySenej dychavitnosti. Po cell dobu pésobenia inzultu a
minimaine hodinu po jeho skonceni je sledovany zdravotny stav zvierat. V pripade vyskytu neziaducich
priznakov bude postup asfyktického inzultu prerueny. Po skonéeni p&sobenia inzultu nastupuje
motorickd aktivita zvierat a po hodine st Gplne ¢ulé so zdujmom o krmivo a vodu. Postupy si pripravené
tak, aby sa maximdlne vylGgil strach, zbytotna bolest a utrpenie zvierat aaby boli zvieratd vyuZité
humanne a zodpovedne na zfskanie novych vedeckych poznatkov z prenatélneho programovania.

Predpokiadana troven krutosti:

POSTUP KRUTOST
priparovanie slaba

SPA slabd

poddvanie vodnych extraktov slaba
teratologické vysetrenie bez moZnosti zotavenia
celkovo slaba / bez moZnosti zotavenia




Navrhovana klasifikécia krutosti postupov.

Vzmysle Klasifikdcie krutosti postupu, Oddiel I: a Oddiel II: Kritéria zaradenia do kategdrii podla zakroku
a manipulacie so zvieratom v prilohe ¢.4 nariadenia vlady SR & 37/2012 Z.z. navrhujeme klasifikaciu
podla krutosti slaba/ bez moinosti zotavenia.

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie preCo sa nemoze pouzit alternativna metdda bez
pouZitia zvierat)

V uvedenom postupe je potrebné ziskat komplexnejéie informécie o mozZnych nepriaznivych Géinkoch
pbsobenia asfyktického inzultu v senzitivnom obdobi prenatdlneho programovania. Doraz budeme klast
na sledovanie $trukturalnych a funkénych zmien po asfyxii a hfadanie vhodnych biomarkerov poskodenia
v dostupnych biologickych tekutindch umatky a plodu. Zuvedenych dévodov pokus nie je moiné
realizovat v podmienkach in vitro, je potrebné ho uskutotnit in vivo. Rovnako nie je mozné pokus
vykonat na systematicky niz&om druhu Zivogichov. OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS
414 (2001} ,Prenatal Developmental Toxicity Study”.

Ref: OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS 414 (2001) ,Prenatal Developmental Toxicity
Study”.

2. Redukcia pottu zvierat:

(Zdévodnenie pouzitia uréeného pottu zvierat, akym spésobom sa pouije redukcia, objasnenie toho, 7e
sa pouzil minimélny moZny polet zvierat)

Z naSich predchédzajucich §tudii, kde sme pouzili uvedent metodiku SPA sme zistili, e potty postupov
tak ako st Specifikované v protokole su nevyhnutné (minimdlne) na hodnoverné (Statisticky
signifikantné) zachytenie predpokladanych efektov na dosiahnutie nasich cielov. Dalsie znifovanie poctu
zvierat v postupe je spojené s rizikom falogne negativnych alebo faloine pozitivnych vysledkov, ktoré by
potencidlne viedli k neopodstatnenym postupom na dalich zvieratach. Inymi slovami, polty zvierat pri
jednotlivych postupoch su vybraté tak, aby minimalizovali celkovy potet postupov nevyhnutnych na
dosiahnutie ciefov projektu. Potet zvierat je tiez maximalne redukovany logistikou pokusov. S ohladom
na kvalitu Zivota zvierat, ale aj limitované financovanie a asovi ndroCnost postupov v projekte a ich
analyza je v nasom najlepdom zédujme vykonat &o najmenej postupov na ziskanie interpretovatelnych
vysledkov a pouzit &o najmenej zvierat na ziskanie validovanych déleZitych poznatkov nevyhnutnych pre
reprodukovatelnost a validitu projektu, pre fyziologické, biochemické a morfologické analyzy aich
spravnu Statistickd interpretaciu. Reprodukovatelné vysledky je moiné ziskat len pri spracovani
dostatocného pottu zvierat. K zvieratam ovplyvnenych H/I v perinatidlnom obdobf (15.- 16., 19.-20., 15. a



20. den gravidity (DG)) je potrebné priradit kontrolny skupinu zvierat neovplyvnenych asfyxiou za
uCelom zistenia jej negativneho pdsobenia. Minimalny pocet zvierat na jeden gasovy Usek je 15 samic.
Polty zvierat potrebnych v teratologickej $tudii rastlinnych extraktov zodpovedaji poZadovanym
poctom zvierat v prenatainej reprodukénej &tudii podia OECD.

3. Zjemnenie:

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

So zvieratami sa bude Setrne zaobchédzat po celd dobu projektu a budi pod kazdodennym dohladom
skisnych pracovnikov. Podas postupov je zabezpeceny komfort zvierata, minimalna manipuldcia, takze
zvieratd nie sU traumatizované a pripadna bolest (diskomfort) je len dogasnd a minimalna. Vietky
aktivity suvisiace s postupmi budeme vykondvat v silade s platnymi zdkonmi a nariadeniami o
starostlivosti o zvieratd, aby sme zabezpecili humanne zaobchddzanie so zvieratami, vzdujme
odbiravania stresu zvieratd budu adaptované na personal alaboratdrne podmienky eSte pred
samotnym vykondvanim postupov. Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizécii projektu
pouzivame dihodobo a velmi sa osveddili v ramci rietenia predchadzajicich vedecko-vyskumnych dloh.
Vysledky ziskané tymito metddami boli publikované mnoiZstvom préc a prezentované na mnohych
odbornych férach nielen doma ale aj v zahranidi, Postupy su pripravené tak, aby sa maximalne vylucil
strach, zbyto¢nd bolest a utrpenie zvierat a aby boli zvieratd vyuZité humanne a zodpovedne na ziskanie
novych vedeckych poznatkov prispievajicich k efektivnej farmakoterapii.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: ano
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU /3574 / 76 —e2.7

Nazov projektu: Odpovede krvného tlaku indukované akitnym podnetom: endotelové faktory vs.
centralna reguldcia sympatikoveého tonusu

Klacové slova: endotelové faktory, centralna regulacia krvného tlaku, sirovodik, antioxidanty,
vapnikové kanaly

Uéel projektu: zakladny biomedicinsky vyskum

Ciel projektu

Cielom projektu je priniest nové poznatky o endotelovych faktorov v modulécii presorickej odpovedi
na akutny podnet u normotenznych a hypertenznych jedincov, ako aj odhalenie mechanizmov ich
pbsobenia tj. & lokdlne mediatory mézu vyrazne modifikovat velkost presoricke] odpovede
indukovanej akitnym podnetom. Odhalenie rozdielov v odpovediach krvného tlaku na akutny stresovy
podnet moze viest k zisteniu mechanizmu, ktory by mohol byt vyuzity na selektivhe zniZenie
nebezpecného zvysenia krvného tlaku u hypertenznych jedincov a tak prispiet’ k prevencii infarktu
myokardu a mozgovej prihody v désledku nahleho a neprimeraného zvysenia krvného tlaku po
pbsobeni akutneho stresora.

Prinos projektu

Projekt prinesie nové poznatky o mechanizmoch, ktorymi oxid dusnaty, sirovodik, volné kyslikové
radikaly na urovni endotelu ovplyviuju presorickt odpoved na akdtny podnet. Ako nadstavba tohto
experimentu budu ziskané data okrem fyziologickych vystupov pouZité aj na postupné vypracovavanie
matematického modelu regulacie krvného tlaku. Model méZe v buddcnosti sluzit na pedagogickeé
Ucely tym, Ze umozni vyhodnocovanie a modelovanie jednotlivych zatazovych situacii bez dalsieho
pouZitia zvierat.

Druh pouzitych zvierat a ich predbezny pocet
Druh: Potkan laboratérny (Rattus norvegicus),
kmen Wistar-Kyoto, n=103

Spontanne hypertenzny potkan (SHR), n=103

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonéavania projektu
Potkanom bude implantovany katéter do karotickej artérie na meranie krvného tlaku a druhy katéter do
jugularnej vény sluziaci na podavanie farmak. Katétre a podavaneé farmaka mozu spdsobit’ diskomfort.
Aplikovany bude kratky stresogénny podnet vo forme 3-5s pradu vzduchu do tvare za vzdialenosti cca
5-8 cm, ktory je bezbolestny, ale vyvolava akitnu zmenu krvného tlaku.

Predpokladana aroven krutosti: stredna krutost

Sucastou experimentu je zavedenie katétrov a vystavenie, ktoré mozu vyvolat dihotrvajlcu (cca 30h)
strednt bolest, a kratkodobé utrpenie alebo strach. Tento postup sa klasifikuje ako stredne kruty
(priloha €. 4 nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z. z.). Testovanie regulacnych mechanizmov krvného
tlaku je spojené s podavanim farmak a vystavenim akutnemu podnetu, ktoré mézu stredne narusit
pohodu zvierat.

Doklad ¢ overovani v registroch medzinarodne overenych a uznanych alternativhych metéd

V stlade s § 12 Nariadenim viady SR ¢.377/2012 sme vykonali overovanie v registroch medzinarodne
overenych a uznavanych alternativnych metod, & k planovanému pokusu neexistuji alternativne
metédy, pri ktorych nemusi byt pouzité zviera. Vysledok vyhladavania bol negativny: na pouzité
metody v pripravovanom experimente neboli najdené Ziadne alternativne metody, ktoré by sa dali
uskutoCnit’ bez pouzitia experimentalneho zvierata. Vyhladavanie sa uskuto¢nilo po zadani
nasledujucich klu¢ovych slov: alternative methods, alternative testing, alternative experiments, animal
models, acute stress, hypertension, endothelium, virtual rat. Vyhladavanie v databazach ECVAM,
ISSVASM, GO3R-Pubmed a na strankach uvedenych nizsie neprinieslo Ziadne vysledky.



http://www.iaapea.com

htip.//www.bfr.bund.de/cd/1508

hitp://awic.nal.usda.gov/alternatives/taechn igues-methods-procedures-and-models
hitp://'www.minzp.sk/

hitp://ecvam.jrc.ec.europa.eu/

http:/ficcvam.niehs.nih.qov/

http://www altex.ch/en/Links/Links-with-3R-relevance. 58 mtml

Okrem toho sme vo vyhladavaci www.googlescholar.com htadali vysledky pre nasledovné frazy:
1) alternativne metody zistovania funkcie endotelu (alternative methods for determination of
endothelial function)

2) alternativne metddy regulacie krvného tlaku (alternative methods for blood pressure regulation)

Literatura:

1. Flecknell P: Replacement, reduction and refinement. ALTEX. 2002;19(2):73-8.

2. Gura T: Systems for identifying new drugs are often faulty. Science. 1997 Nov 7,278(5340):1041-2.
3. Huggins, J: Communication by Keyword: Sharing Information About Alternatives to Animal Testing.
Animal Welfare Information Center (AWIC) Newsletter 8 No 2 1997.

4. Kreger, M. D. Alternative Methods Databases: Internet Resources That Are More Than Links to
Other Sites. Animal Welfare Information Center Bulletin, Winter 1999/2000, Vol.10 No.3-4

5. Stilli D, Berni R, Sgoifo A, Costoli T, Bocchi L, Cacciani F, Manghi M, Olivetti G, Musso E. Physiol
Behav. 2001 Jun;73(3):351-8. Social stress, myocardial damage and arrhythmias in rats with cardiac
hypertrophy.

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat

V biomedicinskom vyskume, rovnako teda aj vyskume regulaénych mechanizmov uplatfiujlcich sa
v regulacii krvného tlaku na centralnej drovni a pomocou endotelovych faktorov na periférnej Grovni,
je zatial pouZitie laboratdrneho potkana nevyhnutné a nenahraditeiné. Dokumentuje to ¢ast' Doklad o
overovani v registroch medzinarodne overenych a uznanych alternativnych metod. Pre sledovanie
nami vytyéenych ciefov nemame ini moZnost ako pouzit laboratornych potkanov.

2. Redukcia poétu zvierat:

V experimentoch je zabezpeteny optimalny pocet experimentalnych zvierat na zaklade analyzy
Statistickej sily. Maximalna vyuZitelnost a vytazenost bude zabezpecCena tym, Ze optimalizujeme
pocet merani pri spineni ciela pokusu.

3. Zjemnenie:

Bolestivost' chirurgickych zakrokov (zavedenie katétrov) bude eliminovana anestéziou s pouzitim
izofluranu (3,5%) a preventivnou analgéziou meloxicamom (2 mg/kg). Po skonéeni experimentu budu
zvierata humanne utratené: najskér sa vystavia oxidu uhliciternu v uzavrete] nadobe aZ do straty
vedomia; v hibokom bezvedomi budd nasledne dekapitované,

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: nie

R



Priloha IT

Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: — A0 5(7/ /{*’ 22 4

STUDIUM DOSLEDKOV MATERSKEJ DEPRESIE A PODAVANIA ANTIDEPRESIVA
VENLAFAXINU NA FUNKCNY VYVIN MOZGU A SPRAVANIE POTOMSTVA
POTKANOV (VEGA 2/0168/15)

a) Ciele projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte a typoch zvierat.

V lekarskych kruhoch dodnes nie je jednoznacéne zodpovedana otézka, ¢i liecit’, alebo neliecit’ tehotn(i
a dojéiacu matku antidepresivami. Nelie€ena materskd depresia ale aj pouzivanie antidepresiv moze
nepriaznivo ovplyvnit' vyvin plodu a novorodenca. Antidepresiva s lieky, ktoré harmonizuja
nerovnovahu monoaminov v mozgu. Akékol'vek zmeny na tirovni monoaminov poéas vyvinu mdzu
viest’ k funk&nym porucham mozgu s naslednymi neurobehavioralnymi dysfunkciami v neskorSom
postnatilnom obdobi. Ciefom projektu bude pokradovat v experimentdlnom vyskume ua&inku
antidepresivneho lieku venlafaxinu podivaného kratko pred pérodom a pocas laktacie samotne, ako aj
v kombinacii s materskou depresiou, na funkény vyvin mozgu a spravanie potomstva potkanov. Tento
vyskum je délezity aj pre klinickd prax, pre ktori vysledky rieSenia projektu méZu znamenat
prehodnotenie pouZivania venlafaxinu podas tehotenstva a dojéenia. Prinosom projektu budi
origindlne poznatky o vplyve liedenej a nelieenej depresie v skorych $tadiach vyvinu mozgu, ktoré by
prispeli k poznatkom pri prevencii alieSbe depresie polas tehotenstva a laktacie. V postupoch
pouzijeme 80 dospelych laboratornych samic, 10 dospelych samcov a nasledne ich potomstvo kmeiia
Wistar/DV.

b) Preukazanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Replacement ( nahraditePnost’ zvierat)

V uvedenom pokuse je potrebné ziskat komplexné informacie o moznych nepriaznivych ucinkoch
testovanej latky hodnotenim behavioralneho, neuroendokrinného a neurochemického statusu
potomstva potkanov. Pokus nie je moZné realizovat’ v podmienkach in vitro, je potrebné ho uskutoénit’
in vivo. Rovnako nie je mozné pokus vykonat na systematicky niZSom druhu #ivodichov. Health
Effects Test Guidelines OPPTS 870.6300 Developmental Neurotoxivity Study (EPA, 1998) a OECD
Guideline for the Testing of Chemicals, Draft Proposal for a New Guideline 426, Developmental
Neurotoxicity Study (OECD, 1995) odportéajt 3tidie vyvinovej neurotoxicity vykondvat na
laboratdrnych potkanoch.

Ref.:

EPA (1998), Health Effects Test Guidelines, OPPTS 870.6300, Developmental Neurotoxicity Study,
EPA 712-C-

98-239.

OECD (1995), Guideline for the testing of chemicals, Draft proposal for a new guideline 420,
Developmental Neurotoxicity Study.



Reduction (zniZovanie poétu zvierat)

Reprodukovatelné vysledky je moZné ziskat' len pri spracovani dostatoéného poctu zvierat.
K zvieratam ovplyvnenych depresiou ako aj VENF je nutné priradit’ kontrolnt skupinu zvierat, teda
zdravych zvierat nelieGenych za uéelom zistenia moZného negativneho posobenia depresie ako aj
lieiva. V §tadii celkovo pouzijeme 80 samic a 10 samcov potkanov Wistar. Maximalny pocet mlad’at

Swwr

v jednotlivych skupinach, ktory moézZe byt $tatisticky hodnotitelny (10-12 na skupinu).

Refinement (zjemnenie pokusu)

S cielom minimalizovat’ stres u zvierat, budil pri experimente pritomné len osoby nevyhnutné na
vykonanie samotného pokusu, ktoré budi k zvieratdm pristupovat’ vel'mi Setrne. Polas celého
priebehu experimentu bude o zvierata nalezité postarané, budu oSetrované odbornymi pracovnikmi
experimentalneho zverinca UEFT SAV a pravidelne kontrolované vediicim experimentu. Pri
o$etrovani experimentalnych zvierat bude dodrZiavana kazda z piatich slobdd uvadzanych pri definicii
welfare zvierat. Dospelé gravidné a laktujiice zvieratd budi umiestnené individualne. Mlad’ata do
obdobia odstavu na 21. defi veku budu umiestnené s matkou, po odstave v skupine po 3-4 zvieratd v
jednej chovnej klietke. Zdravotny stav zvierat bude denne monitorovany. Zvierata budd pri pouZitych
testoch minimalne vystavené stresu a bolesti.
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Netechnické zhrnutie projektu:

Ndazov projektu: Vplyv zdsahu do metabolizmu tryptofdnu na rendine poskodenie
v modeli ischemicko-reperfizneho poskodenia oblicky v potkana

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 94 ;V/é -2 7

Klo€ové slova v projekte ( max 5 slov): DO, IRl, AKI, oxida¢ny stres, apoptdza,
fibréza, zépal

U&el projektu: Translacny alebo aplikovany vyskum

Opisat ciele projektu:

Ischemicko-reperfUzne poskodenie oblicky (IRl) je castou priginou akUtneho
poskodenia obliciek [AKI). IRl vyplyva z niekolkych faktorov, ktoré ovplyviuju ako
rendiny tubularny epitel tak aj rendinu mikrocirkuldciu. Ischémia vyrazne znizuje
infraceluldrne ATP spojenie a iniciuje poskodeniu buniek, ktoré je edte zhoriené
zvysenim oxiddéného stresu, apoptdzy a zdpalu. IDO (indolamindioxigendza) je
enzym, ktory metabolizuje tryptofdn za vzniku Stiepnych produktov ako sU kynureniny.
Uloha IDO v IRl nebola dosial dostato&ne popisand - niektoré prace ukazujy, 7e IDO
by mohlo byt v IRI prinosné a iné, ukazujy opak a navyse, Uloha IDO v IRl u potkana
nebola doteraz skimand. Preto je nutné preskimat Ulohu IDO v IR, a to hiavne jeho
vplyv na oxidaény stres, apoptézu, z&pal a dalsie parametre, ktoré suU pri IRl zmenené

a prispievaju k AKI.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky ie prinos pre vedu, ludstvo, zvieratd)

Vysledky tejto préce by mohli byt uzito&né pre pacientov lieCiacich sa na AKl, ako
napriklad po fransplantdcii obligky, alebo inak spdsobenou AKI.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné poéty:

Potkan (Rattus norvegicus), druh Lewis, samce.

PoCet na cell dobu trvania experimentu (5 rokov): 400 zvierat
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Predpokladany nepriaznivy vplyv/uima na pousité zvieratd v rdmei vykondvania
projekiu:

Abdomindlne zdkroky sO spojené s diskomfortom, a preto post opera&ne bude
potkanom podané analgetikum.

Predpokladand Groven krutosti:

a) stredné

Uplatfiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Nahradenie zvierat nie je mozné, ked?e poskodenie obliciek u ludi/potkanov mé
komplexny charakter.

Experimenty na bunkovych kultrach si v tomto projekte pldnované, ale kedfe sa
jednd hlavne o sledovanie vplyvu liediv na cell oblicku a organizmus ako celok, z
hladiska fyziolégie/farmakolégie, tento druh $tudil ani nie je Uplny. Tu je sice moZné
sledovaf a ovplyvhiovat signdlne dréhy v jednotlivych rendinych bunkdch, ale kedve
obliCka cbsahuje mnoho réznych typov buniek, ktoré su vzajomne prepojené je
potrebné pozriet sa na problematiku IRl a IDO terapie v diriom kontexte: zahrmut
mozny vplyv dallich systémovych elementov. Jednd sa o zistenie U&ast moznych
regulacnych proteinov a preto v tomtfo type projektu nie je mozné pouzit ani
pocitacové simuldcie.

2. Redukcia poctu zvierat:

Na skimanie protektivneho U&inku lieciv je potrebnych 8 experimentdlnych skupin
a 4 Casove schémy:
1) kontrola {SHAM), 2) IRl + vehikulum, 3) IRl + 1-L-MT (100mg/kg), 4) IRl + 1-D-MT
(100mg/kg), 5) IRl + 1-DL-MT (100mg/kg), 6) IRl + Kynurenin (50mg/kg). 7) IRI +
minocyklin (20mg/kg) 8) IRl + INF-gama (50 ug/kg), Gasové schémy: 12, 24, 48, 72
hodin reperfizia.

Projekt pldnujeme redlizovat v 4 f&zach:

1. f&za - 12 hodin reperflzia

2. f&za ~ 24 hodin reperfizia

3. fdza - 48 hodin reperfuzia

4. fdza - 72 hodin reperfUzia

Znasich predoslych experimentov vieme, Zze rozsah poskodenia oblidiek po IRl je
znacne variabiny. Aby bolo moine experiment ndsledné Statisticky spravne
vyhodnofif, preto je nutny vacsi pocet zvierat v jednotlivych skupindch, ako pri inych
experimentoch.
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Aby bolo mozne experiment ndsledné statisticky spravne vyhodnotit, navrhujeme 13
potkanov na skupinu, ale u konfrolnych SHAM potkanov bude pouzitych iba 8 na
skupinu. To znamend 400 potkanov na cely projekt v trvani 5 rokov.

3. Zjemnenie:

Abdomindine zdkroky sU spojené s diskomfortom, a preto post operacne bude
potkanom podané analgetikum. Taktiez im bude poskytnutd aj polotekutd strava
(kimne pelety navihcené vodou) ak by potkan mal post operacné fazkosti s prijmom
potravy. Po prebudeni s anestézie bude potkan vo vyhrievanom prostredi na 37
stupfiov (pokial nebude plne mobilny) z dévodu lepSieho zotavenia ale aj kvali riziku
podchladenia.

Chceme pouZit samce kmeria Lewis, ktoré su najcasteflie pouzivané na
podobny vyskum amozno teda porovnat nase experimenty z prdcami inych
autorov. Dalii dévod predo chceme pouzit potkany rodu Lewis, ¢o je inbred, kfory
md mensiu genotypovy ako aj fenotypovy variabilitu ako outbred potkany, Co je
vyhodou, pretoze tym by sa mala znfZit oj variabilita poskodenia po IR. Tym sa teda gj
znizuje pocet potkanov na skupinu, v porovnani s Wistar potkanom.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: nie
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Priloha IT

Netechnickeé zhrnutie projektu podla § 40 Nariadenia viady SR &. 377/2012 Z.z.
Nazov projektu: — 7] (75//{ — 424

TRAKTOGRAFIA A MAGNETICKA REZONANCNA SPEKTROSKOPIA NA
ANIMALNYCH MODELOCH HI:ADA NOVE BIOMARKERY SKORYCH STADII
DEMENCIE ALZHEIMEROVHO TYPU (VEGA 1/0414/16)

a) Ciele prOJektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, pocte a typoch zvierat.
Ciefom projektu je identifikovat’ nové in vivo biomarkery skorych a pokrotilych $tadif

neurodegeneracie mozgu, ktoré budeme skimat na metabolickom zvieracom modeli demencie
Alzheimerovho typu (AD) pomocou in vivo magnetickej rezonancie (MR) a in viro NMR
metabolomikou. Degeneracia mozgu sa prejavuje poskodenim mikrostruktiry bielej hmoty, ktora je
viditel'na v obrazoch difiizneho tenzoru (DTI), ako aj zmenami v metabolickom profile i energetickom
metabolizme, ktoré mézme kvantifikovat in vivo vodikovou a fosforovou spektroskopiou (MRS). MR
merania budi doplnené behaviordlnymi testami a kvantifikdciou senilnych plakov na MR
mikrozobrazeni ex vivo. Siicastou projektu je sledovanie vplyvu dvoch typov neuroprotektiv na lie¢bu-
neurodegeneracie. Pomocou odozvy na zvoleni terapiu sa pokusime objasnit’ mechanizmy v
etiologicky réznych typoch AD demencie, ktoré metabolicky a metabolicko-ischemicky model
predstavuji. Ziskané vysledky majii potencial stat sa dobrym vychodiskom pre nové terapeutické
stratégie v humannej medicine. V dosledku sledovania zvierat metdédami in vivo a ziskania velkého
mnoZstva nezavislych parametrov budeme pouzivat MINIMALNY podet zvierat v danom siibore.
AvSak pre publikovanie v odbornej tlagi je nutna koreldcia in vivo MR §tadii s in vitro meraniami,
a preto v kazdom stibore experimentov planujeme pouZit' 10 zvierat (z nich 5+5 bude korelovanych
v ramei rdznych in vitro $tudii). Celkovo budeme realizovat’ 4 $tidie do konca roku 2018, na ktoré
budeme potrebovat’ 10x3x4=120 zvierat, potkanov kmetia Wistar. Vysledky in vivo a in vitro dat budii
davané do vzijomnej sivislosti scielom ziskania novych, origindlnych biomarkerov na skoru
diagnostiku a terapiu sporadickej demencie AD-typu.

b) Preukazanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Replacement ( nahraditel’'nost’ zvierat)

V uvedenom pokuse je potrebné ziskat' komplexné informécie novych biomarkeroch skorych §tadii
sporadickej formy demencie AD-typu a o moZnych terapeutickych uéinkoch testovanych latoch
hodnotenim mikro$truktiiry mozgu, pomocou DTI, neurochemického profilu, energetickych zmien a
behaviordlneho testovania potkanov. Pokus nie je moné realizovat’ v podmienkach in vitro, je
potrebné ho uskutocnit’ in vive. Rovnako nie je mozné pokus vykonat’ na systematicky niz§om druhu
Zivotichov. Health Effects Test Guidelines OPPTS 870.6300 Neurodegeneration Neurotoxivity Study
(EPA, 1998) a OECD Guideline for the Testing of Chemicals, Draft Proposal for a New Guideline
426, Neurodegeneration Neurotoxicity Study (OECD, 1995) odporucaju Stidie neurodegeneracie a ich
odozvy na terapiu vykonavat' na laboratérnych potkanoch, pretoZe tieto predklinické testy su pri
UspeSnosti na zvieratich vhodné pre huméannu medicinu.

Reduction (zniZovanie poétu zvierat)

Reprodukovatelné vysledky je moZné ziskat' len pri spracovani dostato&ného poctu zvierat.
K zvieratdm s modelovanou demenciou ako aj prelie¢ovanym zvieratam je nutné priradit’ kontroln
skupinu zvierat, teda zdravych zvierat nelie¢enych za (i¢elom zistenia mo¥ného pozitivneho p6sobenia
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lietiva a negativneho pdsobenia latok spésobujlicich sporadicki demenciu. V $tadii celkovo
pouZzijeme 120 samcov potkanov Wistar. Ide o najniz$i mozny po&et zvierat v Jjednotlivych skupinéch,
ktory méze byt $tatisticky hodnotitePny (10 na skupinu v pripade in vivo $tadii a 5 v pripade in vitro
experimentov).

Refinement (zjemnenie pokusu)

S ciefom minimalizovat’ stres u zvierat, budi pri experimente pritomné len osoby nevyhnutné na
vykonanie samotného pokusu, ktoré budi k zvieratAm pristupovat’ velmi $etrne. Podas celého
priebehu experimentu bude o zvieratd nélezité postarané, budfi osetrované odbornymi pracovnikmi
experimentalneho zverinca q a pravidelne kontrolované vedicim experimentu. Pri
oSetrovani experimentalnych zvierat bude dodrZiavana ka%d4 z piatich slobdd uvadzanych pri definicii
welfare zvierat. Dospelé zvierata budd umiestnené v klietkach po 5 jedincov. Prostredie vo vaniciach
im bude obohatené o vhodné hratky. Po merani a prebudeni z narkézy buda zvieratd vratené do
domovskej klietky. Zdravotny stav zvierat bude denne monitorovany. Zvieratd budi pri pouzitych
testoch minimalne vystavené stresu a bolesti.

,5/;&{4—;@( Po Sl docee ~ e
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Priloha &. 2
Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Cerebrospinalny mok kontaktujiice neurény (CSF-cNs) a ich uloha v
mieche cicavcov

Cislo konania rozhodnutia o schvleni projektu: 1/0635/16 — &767/ 3 *224
KPacové slova v projekte ( max 5 slov):

miecha, cerebrospinalny mok kontaktujtice neurény, vyvin, regeneracia, potkan

Ukel projektu: Zakladny vyskum

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)

Cerebrospindlny mok kontaktujtice neurény (CSF-cNs) tvoria zvla$tnu skupinu neurénov v
CNS. Nachédzaju sa v stene komorového systému mozgu a centralneho kanala miechy. V
porovnani s inymi typmi neurénov ostdva bioldgia, vlastnosti a funkcia tychto buniek z velkej
gasti nezndma. Udaje ziskané z experimentov na niZich stavovcoch potvrdzujt idast’ tychto
buniek na regeneraénych procesoch po pogkodeni miechy. Hlavnym ciel'om predkladaného
projektu je zodpovedanie déleZitych otdzok tykajiicich sa vzniku, fenotypu, chemizmu a tloh
CSF-cNs v mieche potkana podéas vyvinu a v regeneracnych procesoch po jej poskodeni.
Ziskané odpovede pomdzu pri pochopeni bioldgie, vlastnosti, funkcif a potencidlu tychto
buniek.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, ludstvo, zvierat4)

Vzhl'adom na to, Ze CSF-cNs u cicavcov nie st doposial preskuimané vysledky vyskumu
maju jednak charakter zakladného vyskumu, ale moézu prispiet’ aj z klinického hl'adiska

v oblasti terapie poskodeného nervového tkaniva. Objasnenie funkcie a pripadny podiel na
regeneracnej kapacite nervového tkaniva CSF-cNs méZe posunit’ pohl'ad na regeneracné
procesy a terapiu poSkodenia CNS, &i uZ v smere vyuZitia tychto buniek, alebo nutnosti
hladania inej cesty.

Druhy pouZzitych zvierat a ich predbezné poéty:

laboratérne potkany, kmeti Wistar, 45 dospelych samcov, 24 dospelych samigiek, 72 mlad’at v
roznom veku a 132 embryi v réznom veku (po&et mlad’at a embryi je odhadovany, ned4 sa
presne urcit’)

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



Operovanym zvieratdm bude v narkéze urobend laminektomia v Th13 a poranenie bude
urobené formou unilateralnej incizie injekénou ihlou (18G) do oblasti vstupu zadnych
koretiov miechy do hibky 1,5 mm. Zvieratam bude oetrend operacnd rana a podané
analgetikum a antibiotikum. Po takomto z4sahu sa zvierat4 zotavia do jedného diia a prezivaju
bez komplikacii.

Zvierata budu priebeZne sledované a v pripade zhorSenia zdravotného stavu (zépalova
reakcia) im bude poskytnuté primerana liegba.

Predpokladana uroveii krutosti:

1. skupina zvierat stupeii krutosti: bez moZnosti zotavenia
2. skupina zvierat stupeti krutosti: stredny

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie preto sa nemdze pouzit’ alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)

Nahradenie experimentalnych zvierat nie je moZné vzhladom na charakter experimentu.
Vyvinové procesy je nutné sledovat’ v stvislostiach, t.j. in situ, lebo inak je nie moZné popisat’
skutoéné udalosti odohravajuce sa poéas embryondlneho a v&asného postnatalneho vyvinu
cicavcov (vnaSom pripade potkanov). Reakciu poskodeného tkaniva miechy je nutné
sledovat’ in vivo, vzhl'adom na to, Ze takéto poskodenie sa nedd nijak inak simulovat’, na
reakcie poSkodenej oblasti tkaniva md velky vplyv okolité niche aj celkové procesy
v organizme (napr. imunitny systém) Experimenty sa nedaju robif’ na bunkovych kultirach
ani na nejakych niZ§ich Zivo&ichoch, lebo je nutné brat’ do uvahy nielen ontogenézu ale aj
fylogenetické rozdielnosti.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zdévodnenie pouzitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZil minimélny moZny podet zvierat)

Pocet zvierat sme zvolili z ohfadom na nutnost’ ziskané poznatky vyhodnotit' pouzitim
vhodnych Statistickych met6d. Aby mohli byt vysledky objektivne a hodnoverné je nutné
pouZit’ outbredny kmeti zvierat a embrya musia byt odobraté od réznych matiek a rdznych
otcov, aby neboli vysledky ovplyvnené nejakym znakom vyskytujiicim sa u sirodencov, resp.
pribuznych zvierat.

3. Zjemnenie:

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



V naSom zvieratniku maju experimentalne zvieratd komfortné podmienky ustajnenia, ktoré
nevyvolavaji zvieratam zbytoény stres. Velkost’ klietok, podet zvierat v klietke, svetelny
akfmny reZim je optimalne prispbsobeny potrebam nagich experimentélnych zvierat,
potkanov. Zvieratd majt zabezpeéeny zdravotny dohlad veterinarnym lekdrom. Pravidelne si
klietky €istené, pracovnikom, ktory so zvieratami zaobchadza Setrne,

V naSom experimente nebude na 1. skupine zvierat vykonavany Ziadny zdsah. Zistovanie
brezosti sme zjednodusili len vaZenim zvierat po uplynuti troch dni od pripustenia, odstranili
sme doteraz pouZivané sledovanie vyterov z po§vy na pritomnost spermii. 2. skupina zvierat
kde budeme sledovat’ pogkodenie miechy bude po zakroku ogetrend podanim protizépalovych
lie€iv aliediv tlmiacich bolest. Zakrok Je voleny tak, aby vyvolal &o najmensie nutné
posSkodenie a zvieratid sa po takomto zisahu vePmi rychlo zotavuju. Podas celej doby
experimentu budi pod dohPadom veteringreho lekara.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: 4&ne  nie



