Priloha: Netechnické zhrnutie projektu
Nézov projektu: Modulacny G¢inok véelich produktov na vnttorné prostredie potkanov
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: JoZ ¥¥ / Te—22 4
Klicové slova v projekte ( max 5 slov): Véellie produkty, metabolizmus, potkan, zdravie

few . *

Udel projektu :

Zakladny vyskum, overenie uinnosti potravin pri prevencii alieCbe choréb ¢&loveka,
usmerilovanim fyziologickych procesov.

Opisat’ ciele projektu:

Cielom projektu bude skumat’ vplyv véelich produktov: obndzkovy pel, véeli pel -
perga ajeho kombindciu, teda pripadny synergicky uginok, s drienkou na zdravotny stav
potkanov kmefia Zucker diabetic fatty a moduldciu sprievodnych symptémov metabolickych
portch pri normdlnej diéte aurychlujucej diéte (vysokoenergetickej) s vyvinutymi
symptoémami diabetus mellitus (DM) do 3 mesiacov.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, l'udstvo, zvierat4)

Predpokladanym prinosom bude ziskanie novych origindlnych poznatkov o
mechanizme t¢inku l4tok s potencidlnym antidiabeticky efektom na metabolické ochorenie —
diabetes mellitus typu 2 u potkanov kmefia ZDF.

Predpokladd sa, Ze véeli produkt - pegra (pripadne v kombindcii s extraktom
z drienky) bude priaznivo vplyvat’ na homeostdzu i zdravotny stav organizmu, bude mat’
pozitivne u€inky na traviaci trakt, zvySenie imunity zvierat, zlepenie metabolickych procesov
a zmiernenie symptéomov spojenych s metabolickymi ochoreniami (obezita, cukrovka,
lipidové poruchy).

Poznatky ziskané z predkladaného projektu budt podkladom pre vyvoj novych
vyzivovych doplnkov stravy na inhibiciu procesov u diabetu typu 2 s perspektivou vyuZitia
v huménnej medicine. Zistenia sa doplnia o ekonomicku §tudiu, ktord bude brat’ do tvahu
cenu produktu, jeho davkovanie a mozZné terapeutické t¢inky na zdravie Pudi.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZzné poéty:
Potkan laboratérny, kmen Zucker diabetic fatty (200 ks na 4 roky), samce

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykon4dvania
projektu:

Polas celého trvania projektu sa bude so zvieratami zaobchidzat 3etrne, nebudd robené
Ziadne invazivne zasahy a preto nepredpokladéme nepriaznivy vplyv na zvieratd. Testované
latky budt podavané sondou do zaliidka testovanych zvierat. Podas podavania létok zvierata
utrpia minimalny stres a mierny diskomfort. Manipuldcia s nimi bude viak vePmi etrna
(predchadzajuci handling), praca so sondou bude rychla a zvieratd si na tito manipulaciu
rychlo zvyknu. Tento zakrok nebude mat’ na zvieratd negativne uéinky. Urdity diskomfort
mdzu zvieratd pocitovat’ pri odbere kvapky krvi z chvosta.



Predpokladana droven krutosti:
Pocas trvania experimentu (vaZenie zvierat, odber kvapky krvi z chvosta, sondaz): slaba
krutost’

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre¢o sa nemoze pouZit’ alternativna
metdda bez pouzitia zvierat)

Testovanie latok aich u¢inok na metabolizmus zvierat neumoziiuje pouZit’ alternativnu
nahradu anahradit’ animélny model. Pre sledovanie parametrov nie je mozné pouZit’
pocitatovy model zvierat a najvhodnej$im modelom, aj z hfadiska interpretéacie vysledkov pre
humannu fyziolégiu, je laboratérny potkan. Pouzitie laboratérneho potkana v naSich
experimentoch vysvetlujeme aj tym, Ze laboratérny potkan ako Zivy organizmus je v podstate
dynamicky systém a z fyziologického hl'adiska je podobny ¢loveku.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zdbvodnenie pouZitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZil minimalny mo#ny podet zvierat)

Predkladany projekt je planovany na najmen$om moZnom poéte zvierat. Podet zvierat v jednej
skupine (10) sme zvolili zhladiska najlepie] interpretacie vysledkov, §tatistického
zhodnotenia a objektivneho postdenia pdsobenia testovanych latok. Déraz bol kladeny na to,
aby nebol ohrozeny ciel’ projektu a bola zabezpe&end jeho validita. Polty zvierat si nastavené
tak, aby sme vyuZili ¢o najefektivnejie biologicky materidl a aby boli vykonané vsetky
potrebné analyzy.

Zvierata budd usmrtené humannym spdsobom, okrem krvnych vzoriek budi odobraté vzorky
spermif, tkaniv a organov, podkozného a visceralneho tuku, vzorky kosti (femur). Tym bude
zabezpeCend efektivna spolupraca s inymi pracoviskami v Nitre S
ako aj inymi stavmi na Slovensku (SAV Bratislava), ¢o znamend, Ze pre tento experiment sa
pouZiji spolo¢né zvieratd pre vsetky pracoviskd, &im sa eliminuje vysoky podet zvierat
pouZitych pre podobné experimenty ostatnymi pracoviskami.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit’ vyber pouZitych druhov zvierat, zd6vodnenie pouZzitia zvierat’a, objasnenie
sposobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykondvania postupu
tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Laboratérne potkany budi poas doby trvania experimentu umiestnené v modernom
schvalenom chovnom zariadeni. Budt pod stdlou kontrolou zmluvného veterinarneho lekdra.

Manipuldcia™ so  zvieratami bude realizovana vylune osobami, ktoré maji dlhoro&ngé
skusenosti s pracou s laboratérnymi potkanmi a boli naleZite preSkoleni. Zvierata budu
v stalych socidlnych skupinich a v zndmom prostredi pocas celého pokusu, so stalym
prisunom potravy a vody. Klietky pre potkanov st obohatené, ¢o pomdze minimalizovat’ stres
uzvierat. Usmrtenie zvierat bude vykonané rychlou dekapiticiou kvéli objektivnemu

postdeniu vysledkov, ked’Ze iné spdsoby usmrtenia (CO», anestéza) ovplyviiuji hormonélne
a metabolické parametre.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: 486 nie
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Nazov projektu: ,,Sledovanie uginku véelej materskej ka§icky a pripravku s obsahom véelieho
defenzinu-1 na hojenie exciznych ran®

KIuéové slova: veelia materska kasicka, defenzin 1, hojenie exciznych ran

Ucel projektu: zikladny vyskum, translaény a aplikovany vyskum s cielom lie¢by chordb,
vyvoj a testovanie kvality a udinnosti lie¢iv

Ciele projektu:

Aldutne i chronické rany predstavuji v klinickej praxi zavazny problém. Tkanivo
nehojacej sa rany, alebo dlhodobo sa hojacej rany je idedlnym prostredim na mnoZenie
mikroorganizmov, predlZovanie fazy zapalu hojenia rany a d’alSie procesy, ktoré odd’aluju
uzavretie rany a jej vyplnenie novym tkanivom, &o spdsobuje mnohokrat zdvazné zmeny
v postihnutych tkanivach, mnohokrét tazké postihnutie pacienta, stratu tkaniva ktoré je &asto
spojend aj so stratou funkeie organu. Z tychto dévodov je Casto vhodné proces hojenia rany ¢o
najviac urychlit’, skratit’ dobu, po ktord je rana otvorena a podporit” proces vyplnenia rany
a reepitelizacie.

Véeli med a materskd kadicka ako prirodné produkty véely st pouZivané nielen ako
vyZzivové doplnky ale aj antimikrobidlne produkty, ktoré opét’ ziskavajui popularitu a maju svoje
uplatnenie pri procese hojenia chronickych rén ako st vredy predkolenia, dekubity a rozne
komplikovane sa hojace operaéné a iné rany. Predpokladd sa, Ze za antibakteridlnym Gcinkom
medu a materskej kaSicky stojf antibakteridlny peptid defenzin-1, vysoky podiel cukorne;j
zloZky, nizke pH, tvorba peroxidu vodika, polyfenolické latky a rozne iné fytochemické latky.
Hoci defenzin-1 bol prvy krét identifikovany vo vCelej materskej kasicke uz v roku 1990, jeho
pritomnost’ vo v¢el'om mede sa dokézala len nedévno. Ide o peptid  patriaci do skupiny
defenzinov, zlozeny z51 aminokyselin s molekulovou hmotnostou 5,52 kDa. Hmyzie
defenziny vykazujii antibakteridlne G¢inky. Proteinové sekvencie hmyzich defenzinov
vykazuju iba obmedzent podobnost’ so sekvenciami cicaveich defenzinov, ale Strukturdlne
motivy maji rovnaké.

Defenziny, podobne ako aj niektoré iné skupiny antimikrobidlnych peptidov pdsobia
ako chemoatraktanty na r6zne druhy buniek ako st monocyty, T-bunky a dendritické bunky.
Bolo zistené, Ze beta-defenziny stimuluji génova expresiu a produkciu zapalovych cytokinov
a chemokinov  z keratinocytov. TaktieZ pozitivne stimuluji. migraciu  a proliferaciu
keratinocytov. Tieto vysledky naznaduju, ze defenziny okrem svojej priméarmej antibakterialne;j
funkcie, mbézu participovat’ v remodelacnej fize procesu hojenia ran, ¢o viak nie je mozné

dokézat in vitro.

Véelia materskd kagicka vykazuje okrem dobre popisanych antibakteridlnych vlastnosti
aj imunomodulaéné vlastnosti. Bolo identifikovanych niekolko latok izolovanych z materskej
kasi¢ky, ktoré vplyvali na aktivaciu a moduldciu imunitnych a koznych buniek. Pomocou in
vitro modelu re-epitelizadcie u bunkovej linie keratinocytov bolo dokazné, Ze zloZky materskej
kaicky zvySuje stupeti re-epitelizécie a podporuje migraciu buniek.

NaSe neddvne experimenty in vitro ukézali, e véeli defenzin-1 stimuluje produkciu
matrix metaloprotedzy 9 (MMP-9) z koznych buniek a podporuje migraciu buniek. Preto
predpokladédme, ze defenzin-1 je jednym z faktorov, ktoré stoja za medom, resp. materskou
kasi¢kou indukovym procesom hojenia rén. Pomocou navrhovaného experimentu chceme in
vivo sledovat’ vplyv prirodnej latky i &istého defenzinu na proces hojenia rany v celej jeho
komplexnosti, ¢o dosial’ nie je moZné uskutoénit’ #iadnou alternativnou in vitro metoédou ani
syntézou vysledkov kombindcie viacerych metod. Udaje z preklinickej $tudie o defenzinom-1-



indukovanej stimulacii produkcie regulatnych latok v komplexnom procese hojenia rén
a o jeho vplyve na rychlost hojenia rany si nevyhnutné a buda vyuZité pre jeho pripadné
humanne klinické testovanie pri lie¢be neinfekénych chronickych rdn.

Prinos z vykonaného projektu

Hlavnym prinosom zrealizovanej 3tidie je overenie imunomodulaénej tlohy véelieho
defenzinu-1 v procese hojenia ran in vivo a prvy dbkaz o pozitivnom vplyve véelicho
defenzinu-1 na hojenie exciznych ran. Udaje z preklinickej $tudie o defenzinom-1-indukovane;
stimuldcii produkeie regulagnych latok v komplexnom procese hojenia rdn a o jeho vplyve na
rychlost’ hojenia rany st nevyhnutné pre jeho pripadné huméanne klinické testovanie pri liecbe
neinfekénych chronickych rdn abudu dalej vyuzité pre planovanie pripadnych klinickych
Stadii.

Druhy pouZitych zvierat a ichpoéty: potkan laboratormy, Wistar, samce, 20 ks

Nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v ramei vykondvania projektu:

Na chrbte kazdého zvierat'a boli indukované 4 plnoprofilové rany, na ktoré boli aplikované
testované latky vo forme gélu. S cielom &o najvécsicho zmiernenia bolesti, indukcia réan,
kaZzdodenné oSetrenie, previz, aplikdcia testovanej latky a odber bioptického materidlu z ran
prebehla v celkovom znecitliveni Na zmiernenie pooperacne] bolesti bol ihned” po ukon&ent
zakroku podany tramadol i.p. Podl'a potreby bol zvieratdm medzi zakrokmi podavany tramadol
p-o. (priddvany do vody) — tramadol p.o. bol podévany v prvych 5 difoch po indukeii ran, potom
uz jeho poddvanie nebolo potrebné. Operaény zdkrok zvladli zvieratd dobre, podavana
analgézia bola dostatoéne ui¢inn4, z dévodu neucinnej analgézie nebolo potrebné Ziadne zviera
predCasne vyradit' z pokusu ausmrtit. Rovnako nebolo potrebné pooperaéne podavat
antibiotika

Uroveil krutosti:
stredna
injekéné podanie anestetik — mierna
injekéné podanie analgetik - mierna
indukeia rdn v celkovom znecitliven{ a naslednou pooperacnou analgéziou — strednd
pooperacneé podavanie analgetik - slaba
oSetrenie, prevéz a dokumentacia ran v celkovom znecitliveni — stredna
odber bioptickych vzoriek v celkovom znecitliveni — stredns
individudlne umiestnenie potkanov podas 15 dni - stredné

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat: Pre planované pokusy neexistuju alternativne metoédy in vitro. Pre
testovanie nového materialu je potrebny cely Zivy organizmus so vietkymi fyziologickymi
procesmi. V projekte sa viak sleduje auplatifuje najnovsia legislativa v stvislosti so
smernicami o pouZiti zvierat na vedecké uéely, ktorti uzakonil Eurdpsky parlament (smernica
2010/63/EU) a Nariadenie vlady SR (Zbierka zikonov &. 377/2012) a Vyhlaska 436 PMaRV
SR.

2. Redukcia poétu zvierat:

Pocet zvierat pouZitych v projekte bolo obmedzené na minimum, nevyhnutné pre $tatistické
vyhodnotenie vysledkov. Experiment bol navrhnuty tak, Ze kazdé zviera ako individuum slugi
na testovanie Styroch rozliénych substancif a po odbere bioptickych vzoriek zo vietkych $tyroch




ran bolo vyradené z experimentu a huménne usmrtené. Toto usporiadanie pokusu sa ukazalo
ako efektivne, ked’Ze testované latky podla predpokladov pdsobili lodlne a nedochadzalo teda
k vzijomnému ovplyviiovaniu sa jednotlivych rén na jednom zvierati. Opétovné pouZitie
zvierat nebolo mozné, ked’Ze po zhojeni ran a odbere bioptického materilu uZ nebola dostupnd
na chrbte intaktnd koZa pre nasledujuci experiment. Nebolo moZné ani pouzitie zvierat v inom
experimente, ked’Ze zvieratdm vyrad’ovanym z pokusu boli z rdn odoberané bioptickeé vzorky
v plnom profile aje predpoklad, Ze zviera po takto ndro&nom opera¢nom zakroku by az do
zotavenia neprimerane trpelo. Preto boli zvierats po odbere bioptického materidlu v celkovej
anestézii humanne usmrtené.

3. Zjemnenie: Potkany boli podas celého pokusu drZané za S$tandardnych podmienok,
vyZadovanych legislativou, pri¢om boli reSpektované zikladné etické principy poZadované pri
zaobchadzani s pokusnymi zvieratami. Poas celého pokusu sa dodrziavali postupy maximalne
zjemilujuce pokus. Zvieratdm bola zabezpeCend Standardna starostlivost, ktord vykonaval
Skoleny persondl - pracovnici pokusného zariadenia. Denne sa vykonavala kontrola
zdravotného stavu zvierat. Ani v jednom $tadiu pokusu nemali zvieratd obmedzeny pohyb, ani
obmedzeny prisun potravy a vody.

S cielom ¢o najvadSicho zmiemnenia bolesti, indukcia ran, kaZdodenné oSetrenie, previz,
aplikdcia testovanej latky a odber bioptického materialu z ran prebehla v celkovom znecitliveni.
Tento postup sa ukézal ako efektivny. Na zmiernenie poopera¢nej bolesti bol ihned po
ukonéeni zdkroku podany tramadol i.p. Podl'a potreby bol zvieratdm medzi zakrokmi podéavany
tramadol p.o. (priddvany do vody), této potreba bola hlavne v prvych piatich dioch po indukeii
Tan.




Priloha €. 2.
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

In vivo testovanie farmakokinetiky pripravkov SUL132, SUL138, SUL150 a SUL151
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektus 24{ X//é -2/
KlIi€ové slova v projekte (max 5 slov): farmakokinetika, potkany, SUL-pripravky

Ucel projektu:
a) zakladného vyskumu,
b) translatného alebo aplikovaného vyskumu s cielom
1. zabréanenia, prevencie, diagnostiky alebo lie¢by choréb, poskodenia zdravia alebo inych
neprirodzenvch stavov &loveka, zvierat alebo rastlin alebo ich Géinkov na l'udi, zvierata alebo
rastliny,

2. stanovovania, odhal'ovania, usmerifiovania alebo tipravy postdenia, zistenia, regulacie alebo
zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov l'udi, zvierat alebo rastlin,
3. dobrych zivotnych podmienok zvierat a zlep3enia podmienok produkcie zvierat chovanych na

pol'nohospodarske ticely,

¢} vzaujme dosiahnutia ktoréhokolvek z cielov uvedenych v pismene b) pri v¥voji, vyrobe alebo
testovani kvality, (i¢innosti a bezpetnost liekov, potravin, krmiv a invch latok alebo vyrobkov,

d) ochrany Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo dobrych Zivotnych podmienok I'ud{ alebo
zvierat,

e) vyskumu zameraného na ochranu druhov,

f)  vysokogkolského vzdelavania alebo odborného vzdelavania na d¢ely ziskania, udrZzania alebo
zlep$enia zrulnosti potrebnych na vykon povolania,

g) sudneho vySetrovania,testovanie kozmetickych vyrobkov alebo jeho zioZiek, kombinacie zloZiek,
ako povolena vynimka podl'a osobitného predpisu.

Opisat ciele projektu:

(napr. nie su este vysledky takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hladiska vedy,
7 klinického hladiska)

Ciel'om tohto projektu je sledovanie farmakokinetiky SUL pripravkov (SUL-132/138/150/151) v priebehu
24 h od ich intravendzneho (i.v.) alebo peroralneho (p.o.) podania.

V prve] ¢asti pokusu budu testované 3 koncentracie (1 mg/kg Zhm, 5 mg/kg Zhm. a 10 mg/kg Zhm.)
kaZdého zo SUL pripravkov po dobu 24 h od ich iv. aplikdcie potkanom (n = 5). Vzorky krvi budi z
potkanov odobrané vd'aka i.v. zavedenej kanyle v ¢asovych intervaloch 10 min, 30 min, 1 h,3h,a7hod iv.



podania SUL pripravku. Po 12 h. od podania pripravku SUL sa krv odoberie inzulinkou z protil'ahlej
chvostovej Zily a po 24 h. punkciou pravej ¢asti srdca, ked' sa bude zviera nachadzat v anestézii po podani
letalnej davky anestetika.

V druhej ¢asti pokusu bude pomocou per oralneho podania testovana iba jedna koncentracia (10 mg/kg
z.hm.) kazdého zo SUL pripravkov po dobu 24 h od ich p.o. aplikacie potkanom (n = 6). Vzorky krvi budu z
potkanov odobrané i.v. zavedenou kanylou v ¢asovych intervaloch 30 min, 1 h, 3 h, a 7 h od p. o. podania
SUL pripravku. Po 12 h. od podania pripravku SUL sa krv odoberie inzulinkou z protil'ahlej chvostovej Zily
a po 24 h. punkciou pravej Casti srdca, ked' sa bude zviera nachadzat' v anestézii po podanf letalnej davky
anestetika.

Prinos z vykonania projektu:
(napr. aky je prinos pre vedu, ludstvo, zvieratd)

SUL pripravky vyvinuté holandskou firmou Sulfateq B.V. st nové pripravky, ktoré boli touto firmou
testované v in vitro a in vivo modeloch na overenie ich protektivneho antioxidaéného p6sobenia. Doposial’
nebola testovana ich farmakokinetika vorganizme Zivého zvierata. Tento projekt preto prispeje
k objasneniu mechanizmov absorpcie, distribticie, biotransformacie a vyslednej eliminacie tychto novych
pripravkov zorganizmu experimentalnych zvierat, o bude prinosom pri dalSom testovani ich
biologickych ucinkov. Tieto SUL-pripravky maju pre svoje protektivne antioxida¢né pdsobenie potencial
na medicinske vyuzitie.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné pocty:

V postupe budt pouzité dospelé potkany (Rattus norwegicus), kmeni Wistar. Spolu bude pouZitych 84 ks
zvierat.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonania projektu:

Na zaklade doterajsieho testovania tieto SUL pripravky nemali pri in vitro ani in vivo testovan{ toxicky
u¢inok na bunky, resp. pouzité laboratérne zvieratd a preto sa nepredpoklada ani ich toxicky Gi¢inok na
potkany pouZité v tomto pokuse.

Predpokladana uroven krutosti:

Stredna

VazZenie - slaba

Ustajnenie - slaba

Manipulacia so zvieratami pri ¢isteni vanic - slaba
Zavedenie i.v. kanyly ( v celkovej anestéze)- slaba
Opakovany odber krvi z kanyly - stredna

Odber krvi inzulinkou - slaba

Celkové mnozstvo odobranej krvi - 1,6 ml - slaba
Podavanie latok cez sondu - slaba

Inhalacna anestéza - slaba



Uplatnenie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(zdbvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdbvodnenie prefo sa neméZe pouZit’ alternativna metdda bez
pouZitia zvierat)

Farmakckinetické $tiidie novych pripravkov na Zivych organizmoch umoziiuji vyhodnotit' spdsob, akym
st tieto latky v organizme absorbované, biotransformované a vylu¢ované. Potkany st laboratdrne zvierata
Standardne vyuZ{vané na testovanie farmakokinetiky novo pripravenych latok. Preto povazujeme potkany
ako experimentalneho zvieratd na testovanie farmakokinetiky SUL pripravkov za najvhodnejsie z hl'adiska
mozného vyuZitia ziskanych vysledkov nasledne u tloveka.

Testovanie farmakokinetiky SUL pripravkov (SUL-132/138/150/151) doposial’ nebolo nikde vykonané,
ked'Ze sa jednd o novo syntetizované zlozky, ktorych idinok nebol doposial’ publikovany.

2. Redukcia poctu zvierat:

(zd6évodnenie pouZitia uréeného poctu zvierat, akym spésobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho, Ze sa
pouZil minimdlny moZny pocet zvierat)

Z hl'adiska experimentalneho vyskumu je nutné zabezpecit dostatoény pocet zvierat so snahou o redukciu
chyb, ku ktorym mézZe déjst’ v priebehu spracovania vysledkov. Zodpovedne sme preto pristapili k vyberu
poctu zvierat a minimalizovali sme ho na najmensSiu moznt mieru.

Na testovanie farmakokinetiky 8tyroch SUL pripravkov (SUL-132/138/150/151) po iv. podani bude
pouzitych 60 ks potkanov. Zkazdého SUL pripravku budd pripravené 3 rézne koncentracie. Jedna
koncentréacia bude testovana po i.v. podanf na 5 potkanov.

Na testovanie farmakokinetiky Styroch SUL pripravkov (SUL-132/138/150/151) po p.o. podani bude
pouzitych 24 ks potkanov, kedZe tymto potkanom (n=6) bude podana iba jedna koncentracia SUL
pripravku (najvy$sia koncentracia pou#ita pri i.v. podani).

3. Zjemnenie:

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

Laboratérny potkan je uz dlhodobo povaZovany za vel'mi vhodné modelové zviera pre pokusy v humannej

medicine.

Zavadzanie i.v. kanyly bude vykonané pod celkovou anestézou, t.j. tak aby to nebolo pre zvierata bolestivé.

Zvierata budi ustajnené individuélne v schvélenych vaniciach s obohatenym prostredim, starat' sa o ne
bude odborne vy$koleny a skiiseny persondl

Zvierata budu na konci pokusu huméanne usmrtené v celkovej anestéze predavkovanim Zoletilu inj.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano

=
[

Opis pokusu



Priloha 4
NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu
Vyskum novych liekovych foriem pripravkov izolovanych
z l'udskej plazmy na kralikoch.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: nggg /’/ 4 m
KPacové slova: pharmacokinetic, alpha 1-antitripsin, rabbits, alternative metode

Ukel projektu
Aplikovany vyskum

Ciel’ projektu

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

Prinos projektu

Predklinicky vyvoj novych produktov ziskanych frakcionaciou a izolaciou z 'udskej plazmy
vratane rekombinantnych krvnych faktorov. Experimenty realizované v spolupraci s firmou
Octapharma, svetovy producent liekov pripravovanych izolaciou z P'udskej plazmy.

" Druh pouzitych zvierat a ich predbeZny podet
Druh: Krélik (hybrid NZB)
PredbeZny pocet: 60ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonania projektu
Vzhl'adom na doterajSie skiisenosti nepredpokladame nepriaznivy vplyv podavanych
preparatov na zdravotny stav zvierat.

Klasifikacia krutosti jednotlivych postupov
Metoda patri medzi. stredne kruté. Hodnotenie jednotlivych

postupov je uvedené v tabul’ke.

. | zaradenie podla

e seae L i | krutosti
VaZenie zvierat Kréatkodoby mierny stres slaba
Kratka fixacia pri aplikacii 2 — 3 min. Kratkodoby mierny stres slaba
Opakované odbery vzoriek krvi - Obmedzenie na 3-5 min stredné
Usmrtenie preddvkovanim anestetikal Kratka fixacia slaba

Celkové hodnotenie krutosti Studie | stredn4




Preukazanie siladu s poZziadavkami nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Posudenie pokusu z hladiska 3R

o Refinement — vzhl'adom na to, Ze v pokuse nebudu vykonané Ziadne bolestivé zdkroky, nie je
potrebné pouzit’ latky zmieriiujiice bolest’

» Reduction — po€ty zvierat v pokuse st primerané, redukované v maximalnej miere; ich d’alsie
zniZenie by mohlo ovplyvnit’ reprodukovatel'nost’ a validitu pokusu

eReplacement — po preskumani databdz ECVAM (http://ecvam.jrc.it), ICCVAM

(http://iccvam.niehs.nih.com) = aFRAME  (hitp://www.frame.org.uk)  sme  nenasli
zodpovedajucu alternativnu metodu

Projekt bude podliehat’ opitovnému schval’ovaniu: nie




Priloha &. 2 k Ziadosti o schvalenie projektu VEGA 1/0782/15

Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Vplyv huminovych a d'al§ich prirodnych latok na funkény stav niektorych organov a ich
mitochondrif vo fyziologickom stave a pri intoxikaciach.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 255 / (4 ,28 %

Klicové slova v projekte ( max 5 slov): antioxidaény status, funkény stav orgdnov, intoxikacia, huminové
kyseliny, mykotoxiny

Uéel projektu’: Zakladny vyskum

Transla¢ny alebo aplikovany vyslum

Regulacné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare I'udi alebo zvierat
Ochrana druhov

VysokoSkolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénif geneticky zmenenych zvierat bez ich d'alSieho pouZivania v postupoch

Opisat ciele projektu:

Cielom je preverit moZnost prevencie alie¢by otrav mykotoxinmi tzv. pol'nych pliesni aplikaciou prirodnych
latok, huminovych kyselin, ktoré si povolené EMEA. Vréamci tohto hlavného ciel'a bude potrebné overit vplyv
poddvania huminovych kyselin v prevencii otrav a lieby uZ intoxikovanych zvierat mykotoxinmi (DON a T-2).
Na zéklade predpokladanych vysledkov by sa miohli huminové kyseliny (vyrdbané na Slovensku) vyuzit
v prevencii a lie¢be intoxikacii mykotoxinmi ako aj pri rozhodovani o krmivach s mierne nadlimitnym obsahom
spomenutych latok. Vysledky by sa mohli vyuzit aj pri vyrobe kvalitnej§ich potravin Zivoéisneho pdvodu
s niz$im obsahom $kodlivych latok.

Ani v databazach PubMed, Medline alebo Cochrane Database for Systematic Reviews nie st dosial' pristupné
lidaje o moznostiach zn{Zenia resopcie mykotoxinov polnych pliesni pre zdravie bezpefnymi prirodnymi
latkami akymi si huminové kyseliny. Existuju literdrne zdroje dokumentujtice zniZenie rezorpcie inych toxinov,
napriklad aflatoxfnov, z oho vyplyva aj ciel’ tohto projektu overenia potencidlneho vyuzitia tychto latok aj pri
znizovan{ rezorpcie DON a T-2.

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

Nadvazujic na vysledky projektov VEGA 1/0799/09 a 1/1236/12 & rozhodnutia SVPS SR Ro-2575/14-221 je
predpoklad, Ze z{skané poznatky okrem obohatenia teoretickych vedomosti o (i¢inku spomenutych ldtok budu
vyuZitelné aj v polnohospodarskej a veterindrskej praxi. Huminové latky st prirodné latky, ktoré brdania
rezorpcii tazkych kovov, toxinov, pesticidov, niektorych mykotoxinov ¢&i inych toxickych latok aich ndslednej
kumuldcii v organizme. Charakterizicia Gi€inku huminovych kyselin voéi intoxikaciam mykotoxinmi prispeje k
prevencii chordb zvierat aj I'udf. DoterajSie vysledky naznacuju, Ze rieSend problematika zasahuje aj do liecby

chordb zvierat, so zretelom na produkciu kvalitnejSich potravin ZivoliSneho pévodu s niZ8im obsahom
toxickych latok, zvySenou oxidaénou stabilitou a biologickou hodnotou. Vysledky budd publikované okrem
vedeckych Zasopisov aj v odbornych a informacénych casopisoch, ¢o mdZe prispiet aj k zdraviej vyZive
obyvatel'stva a narastu spotreby domadcich potravin.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
Laboratérne potkany, samce, kmeil Sprague-Dawley v celkovom pocte 140 ks pre dve etapy vyskumu.

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

Podavanie mykotoxinov v uvedenych davkach mdZe vyvolat poruchy gastrointestindlneho traktu a zniZenie
imunity (strata chuti do jedla, Zltacka, nedostatok energie). Pri navrhovanom dévkovani a dizke experimentu by
u zvierat nemali vyvoldvat bolest a vyrazné klinické prejavy otravy.

Predpokladana troven krutosti:



Priloha ¢. 2 k Ziadosti o schvélenie projektu VEGA 1/0782/15

Podla prilohy & 4 Nariadenia vlady £.377/2012 %z, Ocddiel 1a 3 b) kategéria krutosti patel medzi stredne.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Nutnost' vykonania pokusu na laboratérnych zvieratdch vychddza z toho, Ze iné alternativne metody uvedené
vECVAM alCCVAM neumoinia odhalit kompletni metabolickii odozvu organizmu, jednotlivych organov
a bunkovych organel.

2. Redukcia poltu zvierat:

V projekte je poéet zvierat redukovany na minimalny tak, aby sa dal $tatisticky vyhodnotit’ vplyv pri oboch
odberoch. Potet zvierat je mensf ako je dané v OECD (test & 452) pre $tadium chronickej toxicity kde sa pouZiva
20 ks z kazdého pohlavia. V naom pokuse je v kaZdej skupine iba 10 zvierat jedného pohlavia.

3. Zjemnenie:

V pokuse pouzfvané laboratérne zvieratd si v podstate domestikované. Polas celého pokusu budi v kontakte
s tymi istymi l'ud'mi, ¢fm je eliminovany stres. Podavanie huminovych kyselin v potrave a mykotoxinov nie je
nasilnou aplikdciou latok anenaruduje welfare zvierat. Pokus sa uskutoéni v Laborat6riu vyskumnych
biomodelov LF UPJS, ktoré pracuje vstlade s § 25 a 26 Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z. z, ktorym sa
ustanovuji poziadavky na ochranu zvierat pouzivanych na vedecké alebo vzdelavacie tilely.

Projekt bude podliehat opatovnému schval'ovaniu: nie




NAZOV PROJEKTU

VPLYV GESTACNYCH PORUCH NA POSTNATALNY METABOLIZMUS

377/2012 Z.z. NARIADENIE VLADY Slovenskej republiky
§ 40 Netechnické zhrnutie projektu .‘4@7/05///’("52“4

CIEE PROJEKTU

Cielom projektu je identifikdcia vplyvov gestaénych portch na postnatalny
metabolizmus mladat, €0 ma vyznam nielen pre mozné odhalenie pritin a potencidlnych
terapeutickych ciefov u pacientiek s danymi poruchami, ale mé%e poméct odhalif délesité
rozdiely u experimentalnych zvierat a fudi, €o umozni lepsie modelovat ludské metabolické
poruchy na zvieratich. N&§ projekt bude realizovany vyhradne na experimentalnych
zvieratdch, pretoie je ich pouZitie jedinou mozZnostou ako adekvatne pozorovat a popisat
dané vplyvy. Budeme kombinovat jednotlivé faktory takym spésobom, ako sa to deje priamo
u pacientov, hoci to nesporne zvySuje variabilitu a komplikuje interpretaciu. Zarover viak
znizuje riziko klinicky irelevantnych vystupov, ktoré nie su reprodukovatelné kvali mnohym

$pecifickym faktorom ako je napr. genetické pozadie zvierat.

SULAD ZASAD 3R

Dizajn pokusov, ako aj pocet jedincov v skupinich bude vychadzat z dostupnej
literatary, ktord je zamerana na podobné problémy (a tam je beiny pocet n=10 na skupinu).
Toto je déleZité pre porovnatelnost vysledkov s inymi datami, ale aj z hfadiska dodrzania
pravidla 3R pre experimenty so zvieratami. Analyza predbeznych dat napr. z behaviorainych
testov poukazuje na to, Ze velkost skupiny by pri sile testu 90% a sledovanej variabilite, resp.
rozdieloch mala dosahovat aZ n=100 pri hladine vyznamnosti 5%. Tento pristup,-Zial;-nie-je
mozné aplikovat, preto sa budeme musiet driat zauZivanych postupov a vefkosti skupin.
Problém moZnej falo3nej negativity vysledkov sa budeme snazit vyriegit analyzou rovnakych

veli¢in réznymi testami, resp. metédami.




OCAKAVANA UJMA A PRINOS

Vtomto projekte sa budeme snaZit pouzit viaceré modely gestaénych poruch, ktoré
sU v sdcasnej dobe, Zial, velmi ¢asté u gravidnych Zien. VyuJitie experimentalnych zvierat sa
ukazuje ako jedind moZnost na adekvatne modelovanie a popis jednotlivych gestalnych
portch, preto povaZujeme tento vyskum za velmi prinosny. Samce bude tendencia po pareni
vyuZit aj na iny experiment, respektive experimenty, avak pokial sa nam ich nepodari do 3
mesiacov do Ziadneho zaradit (resp. schvalit), bud( usmrtené.

Zvieratd budl podstupovat ukony, patriace do kategérie slabé. Pri tychto
postupoch budd zvieratd pocitovat kratkodobd slabd bolest, utrpenie alebo strach, aviak

tieto ukony vo vyznamnej miere nenaru$ujd pohodu ani celkovy stav zvierat.

POCET ZVIERAT

Suhrn pouZitych zvierat:

Druh/plemeno/linia | Pohlavie Pocet (za celé | Pocet na skupinu
obdobie)
Mysi CD-1 Samice 10
Mysi CD-1 Samce
Druh/plemeno/linia Skupina Pohlavie Ukon Casové Pocet zvierat Krutost
obdobie

Mysi CD-1 Kontrolna Samice Hmotnost, 3 razy { 10/skupina Slabd

prijem tyzdenne

tekutin,strava

Mysi CD-1 Kontrolnd Samice Metabolické lednorézovo Strednd
klietky (3 hod.)
Mysi CD-1 Kontrolna Samice Glykémia Jednorédzovo Slaba

(nalacno, po 3
hodindch
v metabolickych

klietkach}

Mysi CD-1 Kontrolna Samice Meranie 2 razy Stredna

krvného tlaku

Mysi CD-1 Polycystické | Samice Hmotnost, 3 razy | 10/skupina Slaba
oviria prijem tyzdenne

tekutin,strava




Mysi CD-1 Polycystické | Samice Metabolické Jednorazovo Strednd
ovaria klietky {3 hod.)
Mysi CD-1 Polycystické Samice Glykémia Jednorazovo Slaba
ovéria (nalatno, po 3
hodinach
v metabolickych
klietkach)
Mysi CD-1 Polycystické | Samice Meranie 2 razy Strednd
ovaria krvného tlaku
Mysi CD-1 mMtDNA Samice Hmotnost, 3 razy | 10/skupina Slabd
prijem tyZzdenne
tekutin,strava
Mysi CD-1 mtDNA Samice Metabolické Jednorazovo Stredna
klietky (3 hod.)
Mysi CD-1 mtDNA Samice Glykémia Jednorazovo Slaba
(nalaéno, po 3
hodindch
v metabolickych
klietkach)
Mysi CO-1 mtONA Samice Meranie 2 razy Strednd
krvného tlaku
Mysi CD-1 Gestatnd Samice Hmaotnost, 3 razy | 10/skupina Slaba
hypertenzia prijem tyidenne
tekutin,strava
Mysi CD-1 Gestatna Samice Metabolické Jednorazove Stredna
hypertenzia klietky (3 hod.)
Mysi CD-1 Gestatna Samice Glykémia Jednordzove Slaba
hypertenzia {nalatno, po 3
hodinach
v metabolickych
klietkach)
Mysi CD-1 Gestaéna Samice Meranie 2 razy Stredna
hypertenzia krvného tlaku
Mysi CD-1 Gestaény Samice Hmotnost, 3 razy | 10/skupina Slaba
diabetes prijem tyidenne
tekutin,strava
Mysi CD-1 Gestalny Samice Metabolicke Jednorézovo Strednd
diabetes klietky (3 hod.}
Mysi CD-1 Gestacny Samice Glykémia Jednorézovo Slaba
diabetes {nalacno, po 3
hodindch
v metabolickych
klietkach)
Mysi CD-1 Gestaény Samice Meranie 2 razy Stredna
diabetes krvného tlaku




Zoznam aplikovanvch latok

Skupina Aplikovana latka
Kontrolna Bez aplikacie
Polycystické ovaria Letrozol

mtDNA mtDNA

Gestatna hypertenzia L-NAME

Gestacny diabetes Diabeticka strava

Rozhodli sme sa, Ze experimentélne zvieratd nebudeme znaéit na uchu, ale len na
chvoste prostrednictvom permanentne] fixky. PovaZujeme toti? tento spOsob za menej
stresujuci. Odber mocu budeme realizovat prostrednictvom metabolickych klietok, kde
pobudni zvieratd maximalne 3 hodiny. Meranie krvného tlaku je ako strednd krutost
klasifikované preto, lebo ofakdvame kratkodobu imobilizaciu, ktord sa bude pravidelne
opakovat (raz mesacne). Samozrejme bude prebiehat aklimatizaéné obdobie, kedy budd
zvierata kratkodobo v restraineroch, aby si na tento proces zvykli. Imobilizicia bude
prebiehat maximalne 45 minGt. Meranie krvného tlaku sa bude uskuto&fiovat
prostrednictvom klasického tlakomeru.

Ak by bola mortalita vyrazne vy$ia u experimentélnych jedincov ako u kontrolnych

zvierat, experiment ukoné&ime.

SPATNE POSUDENIE

Vzhladom na to, Ze ide o projekt, ktory je bez moznosti zotavenia a predpokladana

ujma je slabd, projekt nebude podliehat spatnému postdeniu.



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projekiu: Metddy predikcie degradovatelhosti a stravitelnosti dusikatych latok lkrmiv pre
preZivavce

. AN 2 of S>>
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: (72/7%5 57/ =2

Kliéové slova v projekte (max 5 slov): bachorovd kanyla, intestindlna kanyla, bachorova
degradovatelnost, &revnd stravitefnost Zivin

Uéel pmjektu*: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulagné metady s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)

Ochrana ¥ivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare ludi alebo zvierat

Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny G&el projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:
(napr. nie su ete vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hiadiska vedy, z klinického
hladiska)

Predkladany navrh projektu je vysoko aktudlny vzhladom na potrebu zniZit nadklady na chov
hovadzieho dobytka (najmé dojnic) a zvy3it ochranu sivotného prostredia (kedZe dojnica ro¢ne vyldgi
okolo 130 kg N). Podstata riedenia tohto problému je v preciznom, vybilancovanom kfmeni
prezlvavcov. K tomu prispeju ¢o najobjektivnejéie informacie o obsahu Zivin a ich kvalite v krmivach,
tj. o skutoénej nutri¢nej hodnote krmiv. Vyskumnym pracoviskdm je dana uloha vyvinut rychle a
praktické metody pre stanovenie charakteristik degradécie, ktoré umoznia na zaklade matematickych
modelov predikovat potreby Zivin a modelovat kfmne davky.

Predikéné empirické rovnice k formulovaniu kfmnych dévok pre optimalnu produkciu st vypracované
v kontrolovanych podmienkach vyskumnych pracovisk (Fox et al., 2004). Pri celosvetovom raste cien
krmiv sa zvy$uju vstupy do chovu dojnic, preto je dolesité, aby boli kimne davky zostavené na takej
drovni, ktora dostatolne zabezpeli potreby organizmu v jednotlivych fyziologickych stadidch s
minimalnym negativnym dopadom na Zivotné prostredie. Nie je Ziaduce, aby zvy3eny obsah Zivin v
kimnych davkach zvySoval ich vyluCovanie a nepriaznivo ovplyviioval vodné zdroje a ovzdusie.
Spravne nastavenie parametrov pre vypocet kfmnych davok zabezpeci vysokU utilizéciu Zivin (Chase
et al., 2009; Tylutki et al., 2003).

Dojnice maju vysoké ndroky na prijem energie a N -latok, resp. jednotlivych aminokyselin, ktoré
vyuZiji na produkciu mlieka a zabezpetenie svojich telesnych potrieb s prihliadnutim na potreby
bachorovej mikrofléry - zabezpelenie optimélneho zloZenia bachorovej mikroflory, jej optimaélne]



funkcie a optimalneho mikrobialneho rastu (Wallace et al., 1996; Ouellet et al., 2004; Marini et al.,
2008).

Weendensky systém, ktory analyzoval hruby obsah zakladnych Zivin spolu so systémom celkovo
stravitelnych Zivin umoZfioval viac ako jedno storolie vypotitat energiu a N -latky vyuZitefné z krmiv
(Morrison, 1958, cit. Sniffen et al., 1992). V osemdesiatych rokoch boli vyvinuté systémy pre
hodnotenie energie pre potreby prezuvavcov (Schiemann et al., 1971; NRC 1978; van Es 1978; a ini).
Pre svoju nepresnost v predikovani potrieb Zivin a ich skutoéného krytia pre konkrétne produkine
skupiny zvierat sa pokracovalo vo vyvoji novych systémov aj pre posudzovanie kvality dusikatych
latok. Existujuce systémy hodnotiace N -latky pre prezivavce (PDI - Vérité et al., 1989; DCE/OEB-
system - Tamminga et al, 1994; NRC 2001; AAT/PBV - Madsen et al., 1995; a iné) umozZiuju
predikovat nutri¢nd hodnotu N- latok krmiv a navrhnut poZiadavky zvierat na N- latky degradované v
bachore (RDP) a intestinalne stravené a absorbované bielkoviny. Tieto modely predikuji nielen
uitkovost zvierat, ale aj exkréciu Zivin (Fox at al., 2004).

Nutriéna hodnota N- latok v krmivach pre preZdvavce je charakterizovanad rychlostou degradacie a
rozsahom degradacie v bachore a crevnou stravitefnostou v bachore nedegradovanych bielkovin
(RUP). Pre charakterizaciu N- ldtok krmiva je nevyhnutné ziskat presné a spravne hodnoty RDP a RUP
a €revnej stravitelnosti RUP. Sticasné modely hodnotenia krmiv su zaloZené na frakciondcii N- latok. V
eurépskych systémoch hodnotenia krmiv (PDI - Vérité et al., 1989; DCE/OEB-system - Tamminga et
al., 1994; AAT/PBV - Madsen et al., 1995; a iné) i americkom NRC (2001) sa viac ako 30 rokov pouZiva
technika in situ (alebo in sacco) podla @rskova a McDonalda (1979) .

Presne stanovené koeficienty intestindlnej stravitefhosti (IS) v bachore nedegradovanych bielkovin
krmiva st zakladnou podmienkou spravneho bilancovania kimnych davok. DéleZité je ziskat Co
najviac Gdajov pre tuto charakteristiku za ¢tandardnych podmienok vzhfadom k tomu, Ze existuju
rozdiely v stravitefnosti RUP medzi krmivami (Schwab et al., 2003).

V sGdasnosti existuje niekofko réznych metod in vitro, a bola posudzovana ich vhodnost na presnu
predikciu v bachore degradovanych N- latok (Schwab et al, 2003). Metody in vitro holi
kategorizované na metédy vyuZivajuce bachorovt avu a v nej pritomnd mikrofléru, ktora v
anaerébnych podmienkach degraduje bielkoviny krmiva na nizéie frakcie N - peptidy, aminokyseliny
a¥ na amoniak (Broderick, 1987; Broderick et al., 2004; a i.). Dalej na metddy in vitro nezavislé od
bachorovej &tavy, ktoré zahffiaji inkubaciu s bezbune&nymi proteolytickymi enzymami ziskanymi
extrakciou zo zmesi bachorovych mikrébov alebo komerénymi protedzami (Aurére et al., 1982). In
vitro chemické metody zaloZené na frakciondcii N- latok krmiv spoéivaju na rozpustnosti N- latok v
pufri a v neutralne a kyslo detergentnych roztokoch (Sniffen et al.,, 1992; Licitra et al., 1996). Tato in
vitro technika nevyZaduje fistulované zvieratd a je menej gasovo i finanéne narocna. Je to najviac
rozéireny a sofistikovany chemicky analyticky postup na kvantifikovanie frakcii N v krmivach (Schwab
et al., 2003). Schému frakcionacie N-latok pouziva i Cornell Net Carbohydrate and Protein System
(CNCPS), ktory frakcionuje N- latky na pit frakcii s réznou rychlostou degradacie (Sniffen et al., 1992;
Tylutki et al., 2008; van Amburgh et al.,, 2012; a i.).

Podobne ako na stanovenie bachorovej degradovatelnosti aj na stanovenie intestinalnej
stravitelnosti existuje niekolko metéd, ktoré maju svoje prednosti a nedostatky, napr. metdda in vivo
(Rohr et al., 1979 a i.), metdda mobilnych vrect$ok (mobile bag metdda), ktorej pouZivanie je velmi
rozéirené (De Boer et al., 1987; Frydrych, 1992; Taghizadeh et al., 2005; Homolka et al., 2007; Yayota
et al., 2009; a i.) a metoda in vitro pomocou komerénych enzymov (Setdld et al., 1984; Todorov a
Grigorov, 1991; Calsamiglia a Stern, 1995 a i.). Schwaab et al. (2003) povaZuju poslednt uvedend za
vybornti alternativu k mobile bag metdde. Z tejto metédy vychadza aj modifikovana metdda
aplikovana na pristrojové zariadenie DAISYII, v ktorej sa vyuZivaja proteolytické enzymy. Pepsinom sa
simuluje travenie bielkovin v sleze a na travenie zodpovedajtce v dvanastniku sa pouziva pankreatin,
ktory je zmesou trypsinu, amylazy a lipdzy.

Z uvedenych metéd stanovenia bachorovej degradovatelnosti N- latok metoda in situ ma najvacsie
prednosti z dovodu, Ze je to dynamicky proces a krmivo je vystavené podmienkam travenia
podohnym ako su invivo a rovnako je to i pri metéde mobile bag (Schwab, 2003).



Cielom je preto je roz&irit metddy stanovenia rozsahu a rychlosti degradécie jednotlivych frakcii N a
intestinalne] stravitelnosti o metddy rychlejSie a menej pracne, aviak s dobrou presnostou a
opakovatelnostou vysledkov. Nahrada pouZivanej metédy in situ a mobile bag v procese hodnotenia
krmiv metddami in vitro umoini rychlejdie ziskat aj dalSie parametre o kvalite N- latok a tym aj o
kvalite krmiv, ktoré doplnia databazu krmiv pre prezdvavce. To umozni vypracovat systém tvorby
lepdie vybilancovanych kfmnych dévok s efektivnou utilizaciou Zivin (energie a N- latok) a tym
menéich strat N pogas fermentécie v bachore a intermedidrnom metabolizme. AvSak na to, aby sme
mohli spominané metddy porovnat, potrebujeme ¢o najvacsie mnoZstvo Udajov a charakteristik
ziskanych metddou in saco a mobile bag na zvieratéch s voperovanymi bachorovymi a duodenalnymi
kanylami v proximalnom duodene.

Jednym z hlavnych ciefov projektu je zabezpetit efektivnejdie vyuZivanie, trvall reprodukciu a
ochranu prirodnych a teda aj nutri¢nych zdrojov, zvySovanie kvality a potravinovej bezpecnosti.
Kvalita Zivin a ich premena v procese travenia ovplyviiuje produkciu Zivodisnych produktov, kvalitu
potravin, ekonomiku produkcie ako aj Zivotné prostredie.

VyZiva zvierat je bezprostredne spata cez transformdciu Zivin z rastlin s prirodnym prostredim, preto
Gginné a efektivne ovplyvnenie utilizécie krmiv na ZivociSne produkty je moZné len neustalym
prehlbovanim poznatkov. Uroveni utilizécie krmiv je vysledkom dokonalého poznania vyZivnej
hodnoty krmiva na jednej strane a potreby Zivin a energie pre zvierata na strane druhej. Zdmerom
riefenia projektu je formulovat biologicky zdévodnené parametre, postupy a stratégie vyuZitia,
upravy, skladovania, transformécie a efektivneho zhodnotenia produkéného potencialu domadcich a
perspektivnych nutri¢nych zdrojov, so zamerom upresnit ich potrebu, podmienky efektivnej utilizacie
sivin v organizme zvierat a eliminovat negativne pésobenie na Zivotné prostredie, zviera a cez kvalitu
Yivo€i&nych produktov na &loveka.

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

K predloZeniu projektu nds viedla snaha, ale aj potreba zlepsit, zjednodusit metédy predikcie
nutri¢nej hodnoty krmiv pre preZivavce.

Preciznost kfmenia prezivavcov vy?aduje presnost v predikcii kfmnych komponentov, v predikcii
vztahu medzi chemickym zloZenim krmiv a bachorovou degraddciou, resp. ¢revnou stravitelnostou.
Velmi doleZité je vybilancovat bielkoviny a energiu v kimnych ddvkach. Hlavnym cielom v tejto
oblasti je poskytntt odport&ania (v chove dojnic), na zéklade ktorych je mozné redukovat vstupy N a
naslednych strat N po¢as produkcie mlieka a masa prezdvavcami.

Zleptenie metéd pre stanovenie rychlosti a rozsahu degradacie krmiva a trdvenia v gastro-
intestinalnom trakte umo¥nia farmarom a vyrobcom krmiv vytvorenie kimnych davok pre dojnice (a
daldie prezdvavce) s lepSou energetickou a N bilanciou ¢o nasledne zredukuje straty N, resp.
bielkovin po¢as fermentacie v bachore a intermedidrnom metabolizme.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné potty:
V projekte pouzijeme 4 kusy hovédzieho dobytka — kravy (Holsteinské plemeno).
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondavania projektu:

Zvieratam bude voperovana intestindlna a bachorovd kanyla po aplikacii celkového a lokalneho
anestetika. Operaény zakrok bude vykonavat skdseny veterinarny lekar s dlhoroénou praxou v danej
oblasti. Po operacii budeme zvieratam podévat analgetika, aby sme obmedzili bolestivost na
minimum. Zdravotny stav zvierat bude ddsledne monitorovany. Pocas sledovaného obdobia nebude
svieratdm branené vich prirodzenom spravani. Budd dodrZané Standardy chovu, umiestnenia
a starostlivosti.



Predpokladana droveti krutosti: strednd
Uplatfovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie poufZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdze pouzit alternativna metdda
bez pouZitia zvierat)

Na zistenie realne] bachorovej degradovatelnosti a ¢revnej stravitefnosti Zivin réznych druhov krmiv
je nevyhnutné pouZitie kanylovanych zvierat. Jedine na Zivom organizme je mozné ziskat exaktné
vysledky. PouZitie zvierat na takyto typ experimentu je nevyhnutné.

V stéasnosti existuje niekolko réznych metod in vitro, ktorymi sa dd predikovat stravitelnost aj v
laboratdrnych podmienkach, ale aby boli tieto metddy ¢o najpresnejsie, musia sa odvodit Co
najpresnejsie regresné vztahy. K odvodeniu tychto regresnych vztahov je nevyhnutné ziskat o
najviac charakteristik degradécie Zivin pomocou metddy in sacco a Crevnej stravitelnosti metédou
mobile bag.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie toho,
e sa pouzil minimalny mozny pocet zvierat)

Vzhladom na typ experimentu bude pouZity minimalny pocet zvierat, ktory este staci pre Statistické
vyhodnotenie. V projekte pouzijeme 4 kusy hovadzieho dobytka — kravy. Metodika in sacco (@rskov a
McDonald, 1979) ukladd pouZitie minimaine 2 zvierat kvali exaktnosti vysledkov a 1 zviera bude
rezervne.

Pre stanovenie ¢revnej stravitelnosti st podla metodiky potrebné paralelne 3 zvierata pre testovanie
1 krmiva a 1 zviera je rezervné.

3. Zjemnenie:

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

Pri referenénej metdde in sacco sa vseobecne vyuzivaju kravy, vzhladom na ich pomalsi rast a v
experimentoch ich je moZzné pouzit dlhodobo. S tymto typom experimentov mame dlhoroéné
skusenosti.

Pri operécii (vpravenie kanyl) bude bolest obhmedzend na minimum, nasledkom vhodného podavania
sedativ, analgetik a anestetik.

Zvieratd budeme postupne navykat na manipulacii s nimi pri vkladani a vyberani vreciek, takie za
kratku dobu bude stres Uplne minimalizovany.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ano, vysledky na spdtné postdenie budu
zaslané do 30.09.2020



Priloha ¢. 2
Netechnického zhrnutia projektu

Nazov projektu: Neuroprotektivne mechanizmy zahrnuté v stimulacii AT2 receptora po
traumatickom poraneni miechy.

“ Rr—— S . ]
Cislo konania rozhodnutia o schvdleni projekiu: 2/0160/16 - = g5 }// ¢ —Z 2 ff )

Kl'icové slova v projekte ( max 5 slov): traumaticke poskodenie miechy, stimulacia AT2 receptora,
neuroprotekcia.

J&el projektu’: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulacné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 7. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare [udi alebo zvierat
Gchrana druhov

VysokoSkolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalsieho pouiivania
v postupoch

Al je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu:

(napr. nie st este vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hiadiska vedy , z klinického
hladiska)

Traumatick¢ poranenic miechy predstavuje vazny medicinsky problém, ktory vyrazne
ovplyviiuje kvalitu Zivota postihnutych jednotliveov. Intenzivny vyskum mechanizmov
poskodenia miechy priniesol v poslednych rokoch mnozstvo slubnych terapii, ale vysledky
klinickych skSok boli prevazne negativie a Ziadna z nich nebola Gplne akceptovana pre ich
uplatnenie v klinickej praxi. Rozsah sekundarncho poskodenia je pre mnohych pacientov
limitujucim faktorom, ktory ovplyviauje funkéna obnovu. Nada stratégia v lie¢be traumou
poskodenej miechy spociva na potlaceni sekundarneho poskodenia prostrednictvom lokalnej
stimulacie AT2 receptorov,

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

Potlacenie sekundéarncho poskodenia miechy po mechanickej traume umozni zachovat’ vidsie
mnozstvo nervového tkaniva, ¢im sa vytvoria lepsie podmienky pre regenerdciu a naslednn
obnovu nervového tkaniva, a tym funkeic miechy. V experimentoch budu merané indikatory
axonalncho rastu. angiogenczy. pro-zdpalové markery, aktivacia mikroglie a astrocytov.
infiltricia  makrofagov. a  kvantifikdcia  demyelinizicie,  meylinizovanych  a
nemyelinizovanych axdnov. rostro-kauddlna dizka a objem poskodenia, mnoZstvo
zachovaného tkaniva, a ticto vysledky budi korelované s funkénou obnovou miechy. Ked'ze
doteraz neexistuje u¢inna terapia v poskodeni micchy. aj maly pokrok by posunul modernt
traumatologiu o vel'ky krok dopredu.



Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné poéty:
V experimentoch budt pouzité dospelé laboratorne potkany (viha 280-320g) kmena Wistar
samice v pocte 184ks na celt dobu riegenia.

Predpeokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Kompresia miechy bude uskutotnena za celkovej inhalacne; anestézy z jej dorzalnej strany,
ale tlak na miechu vyvola poskodenie, ktoré sa rozsiri aj do okolia. Tym sa porudia zakladné
motorické reflexy, ktoré zabezpetuju stdlu adaptaciu dizky svalu na pohyb, dalej
polysynaptické reflexy, ktoré  ukonduji  kontrakcie vyvolané napinacim reflexom
a exteroceptivne reflexy, ktoré vznikajii drézdenim receptorov ulozenych predovsetkym
vkozi. Ticto reflexy bud po traumatickom poraneni miechy zachované iba ¢iastoéne.
Zvierata by mali byt po prebrati z anestézy schopné pohybu za pomoci prednyeh labiek, ¢ize
schopné sa sami napit” a nakrmit’, V niektorych pripadoch méze dojst k prechodnej dysfunkeii
mocového mechtira.

Predpokladana Uroven krutosti:

Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznadit ako ,krutd“.

Uplatfiovanie zisad 3R

1. Nahradenie zvierat:
(Zdévodnenie poufZitia zvierat v projekte, zdévodnenie prefo sa neméze pouZit alternativna metdda
bez pouZitia zvierat)

Poranenic miechy ako aj ndslednd regeneracia st procesy dynamicke, t'azko predvidatel’né a
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zévisiace na mnohych faktoroch. 7 tychio dévodov nic je mozné uskutocnit dané
experimenty alternativiym spdsobom bez pouzitia zvierat. Okrem toho. pokus nie je mozné
vykonat™ alternativnym spdsobom, pretoze sa jednd o findlne testovanie fyziologickych

a patofyziologickych u¢inkov.

2. Redukcia poctu zvierat:
(Zdévodnenie poufZitia urceného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie tohg,
Ze sa pouZil minimalny mozny pocet zvierat)

Pocet 184 ks zvierat bolo stanovené vzhladom Kk tomuw. ze (1) predpokladdame velka
individudlnu variabilitu  vysledkov. ztohto dévodu planovany pocet 10 kusov zvieral
v skupine je podl'a nasich doterajsich skusenosti najnizsi vhodny pocet pre ziskanie Statisticky
vyznamnych vysledkov: (2) experimentalne skupiny uvedené v prilohe ¢. 1 su potrebné na
kvalitativne a kvantitativne stanovenie pogkodenia miechy a urdenie neuroprotektivneho
vplyvu stimulacie AT2 receptorov; (3) traumou pogkodena miecha neméze byt" pouzita
zarovenl na biochemické, histologické, imunohistochemické analyzy a tzv. Angiotensin
receptor binding metodu.

3. Zjemnenie:



(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zdévodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spdsobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priehehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

Vsetky operacné zakroky, ktoré budt na zvieratdch uskutocnené, budi vykonavané pod
celkovou anestézou, t. j. nebudu pre zvieratd bolestivé, Po vykonani chirurgickych tkonov
bude zvieratdm subkutinne podany sterilny fyziologicky roztok =z ddvodu prevencie
dehydratacie. Az do prebratia zanestézy bude experimentalne zviera umicstnené na
ohrievacej podlozke nastavenej na teplotu 37,5°C. Experimentalne zvieratd buda po aplikécii
terapeutického postupu umiestnené najprv individudlne apo zahojeni operaénych rén
v paroch do klietok. kde budu mat™ potravu a vodu ad libitum, a umiestnené vo zverinci.
V priestoroch zverinca zotrvaju v 1-2 mesatnom monitorovacom obdobi, ktoré zahriia
regenerany proces fraumou poranene] miechy. Monitorovacie obdobie za¢ina dnom
navodenia traumatického poranenia. Na zaklade naSich skusenosti s tymto kompresnym
modelom v predchadzajicom projekte, zvieratd napriek paraplégii po zotaveni z anestézy su
schopné pohybu v klietke za pomoci prednych labiek. Ked'Ze zvierata prvé dva dni nie su
schopné prijimat’ vodu a potravu zo zdsobnika., malé kusky §tandardnej potravy budu
umiestnené priamo v klictke a zvieratd napdjané vodou pomocou strickacky. Takyto stav trva
maximdlne 2 dni. Podla naSich skusenosti, umiestnenie potravy v blizkosti zvierata je
dostato¢né pre prijatic potravy. Zvieratdm bude kontrolovana vaha v prvy tyzden denne,
neskor kazdé 2-3 dni. Prijem vody u zvierata bude monitorovany na zaklade spotreby vody
v napdjacej {Tasi. plnosti mocového mechura a pritomnosti moc¢u. Prijem potravy bude
monitorovany na zaklade spotreby Standardizovanej peletovej stravy a pritomnosti stolice.
Celkovy stav zvierat bude po postupe kazdodenne pozorovany, a v pripade potreby sa im
budi podavat’ analgetikd. PrendSanic alebo zdvihanie zvierat po traume miechy bude
prevadzané chytenim celého zvierata z dorzalnej strany s prekrizenymi prednymi labkami
v blizkosti tela manipulujicej osoby, a nie pomocou chvosta. V pripade dysfunkcie moc¢ového
mechura bude robené jeho manuélne vyprazdiovanie. Po vyprazdneni bude abdominalna ¢ast’
zvierata umytd vlaznou vodou, osuSena gazou a zviera umiestnené naspit’ v klietke. Ked'ze
obohatené prostredie znizuje stres a prispieva k lepdej regenerdcii buda do klietok umiestnené
kratke plastové rary a/alebo kartdnové krabice poskytujlice pocit bezpeia potrebné pre
zvieraltd po parocnom zakroku. V pripade neotakavanych nezvratnych komplikacii bude
zviera utratené vysokou davkou Thiopentalu.

Projekt bude podliehat opidtovnému schvalovaniu: ano nie



Netechnické zhrnutie projektu podla § 40 Nariadenia viady SR €.377/2012 Z.z.

N&zov projektu: Epigenetické a molekuldrne mechanizmy neuroprotekcie a ischemickej tolerancie

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 2 é?'g'f(—/ {6-z2 4

Klugové slova: experimental ischemia, alternative metodology, animal model, four vessel occlusion

el projektu: zakladny vyskum

informacie o cieloch projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o pocte a typoch zvierat,
kioré sa pouZiju

Ciele projektu:

Ciefom projektu je metabolomicka a proteomickd profilacia a uréenie posttranslatnych zmien
proteinov v ciefovej Struktire tkanive CNS ako aj endogénnych intracelularnych drah v korelacii s
morfologickym poékodenim/protekciou na modeli ischemického inzultu avyvolania ischemickej
tolerancie. Zmeny epigeneticky riadenych procesov (metylacia DNA, modifikécia histonov, hladiny
mikroRNA), expresie génov a proteinov (translana Groveri a posttranslatné modifikdcie) v tkanive
a plazme regulujicich bunkov( viabilitu ako aj metabolomicky profil zvolenych Struktdr, budd
korelované so stupfiom morfologického poskodenia/protekcie a behaviordlnymi testami.

Analyza Gtinku toxikantov a protektantov v IT procese s vyuZitim epigenetickych, proteomickych,
metabolomickych a morfologickych analyz. Vztah metabolizmu amyloidného prekurzorového
proteinu (APP) s procesom IT.

Predpokladany prinos projektu:

Epigeneticky  vyskum, ktory na modeli ischemického inzultu a vyvolania ischemickej
tolerancie &tuduje vplyv toxikantov na tento fenomén. Rozvo] a vybudovanie endogénnej
neuroprotekcie (tolerancie) ma velky klinicky vyznam, Uloha rizikovych faktorov (toxikantov) nie je
dostato¢ne pochopena. Nové poznatky budl ziskané kombindciou molekuldrno-biologickych a
biochemickych metdd, epigenetickej, proteomickej aimunohistologickej, biochemickej analyzy a
hlavnym prinosom je:

a) popisat epigenetické a bunkové mechanizmy ischemickej tolerancie (IT) vyvolané pre- a
postkondiciou

b) ako toxikanty (klinicky poznané rizikové faktory) vplyvaji na vybudovanie IT, ktoré potencialne
mo7u viest k ochrane, resp. oddialeniu dysfunkcie a smrti neurdnov. Metabolomické zmeny z NMR a
histologické analyza degenerativnych apoptotickych/ regenerativnych procesov sa budu korelovat so
schopnostou uéenia na Morrisovom vodnom bludisku a biologickymi markermiv plazme.

Akutny ischemicky inzult zasahuje vitdlne bunkové Struktiry v mieste poskodenia, chceme prispiet
k poznaniu:

i) zmien epigeneticky riadenych procesov {metylacia DNA, modifikacia histonov hladiny
mikroRNA) a

i) proteinov (translatna droven a posttranslatné modifikacie) tkanive a plazme,
regulujucich bunkov viahilitu v ciefovej Struktire thkanive CNS

iii) ako aj endogénnych intraceluldrnych drdh v  koreldcii s morfologickym

poskodenim/protekciou a
iv) metabolomicke zmeny v organizme



Klu€ovl Glohu v procese IT maju zmeny prenosu signdlov a génovej expresie, resp. epigenetickej
reguldcie ako aj schopnost reguldcie bioenergetického a proteomického aparatu neuronov spolu so
vzajomnym vztahom neurdnov a inych neurdlnych buniek. Literdrne Udaje potvrdzuju, Ze zmeny
expresie génov citlivych jednak na redoxny stav a taktie? vitdlnych génov signalnych drah reagujucich
na metabolicky stres st vyznamne epigeneticky regulované a su sucastou mechanizmu IT. Kauzalne
ischemické vztahy medzi dostupnostou kyslika, redoxnym stavom, zmenou signdlnych drah vo
vybudovani IT a jej ovplyvnenia viak nie su presne preskimané.
V poslednej dobe sa popisuje vyznamna Uloha epigeneticke] regulacie v mechanizme IT. Epigeneticke
reprogramovanie predstavuje zvysenie vnGtorného potencidlu mozgu moduldciou patologicke;
neurdlnej génove] expresie, jej uloha je vsak nedostatotne poznand. Velfkym metodologickym
prinosom je vyuZitie proteomickych metod pre &udium profilacie regulaénych produktov génovej
expresie a vysokorozlidenej NMR pre Stadium metabolomickych zmien.
1. Z&kladnym parametrom bude identifikdcia populdcie neurénov, resp. neuralnych buniek, u ktorych
dochadza k neurodegenerativnym/neuroregenerativnym — zmenam sledovana histologicky.
Kvantifikicia infarktového objemu pomocou farbenia s trifenyltetrazéliom, analyza obsahu vody
(edému), resp. zistenia narusenia hematoencefalickej bariéry farbenim s Evansovou modrou. Dalgim
krokom je in situ sledovanie degenerativnych a apoptotickych zmien pomocou Fluorojade a TUNEL a
kvantifikacia pottu prezivajicich neurénov pomocou NeuN farbenia a analyza markerov, ktoré su
stiastou: a) skorej odpovede tkaniva, resp. b) su stitastou oneskorenej smrti neurénov.
2. Na integralnej Urovni organizmu sa miera pogkodenia/ochrany funkcie neuronalnych spojov bude
sledovat schopnostou ucenia pomocou Morrisovho vodného bludiska (behaviordlne testy) s ciefom
ziskania informacie o poskodent
3. Z pohladu klinického vyuZitia a verifikdcie najnoviej hypotézy o krvnej ceste tolerancie (Neurol.
Res, 2015) bude sledovanie profildcie proteinov a posttransla¢nych markerov v plazme, ako
potencidlne vyuzitené pre spoluurcenie koreldcie medzi stavom podkodenia nervového tkaniva,
vybudovanej IT a jej odrazom v profile plazmy
4. Pouzitim postupov veducich k IT: a) réznej doby preischémie b) réznej doby postischémie a
kombinacie tychto postupov s klinicky identifikovanymi toxikantami (homocystein), resp.
neuroprotektivnymi farmakami korelovat stuped neuroprotekcie s expresiou génov/proteinov
indukovanych 1T a tym prispiet k pochopeniu lokalizacie, gasovania a usmernenia neuroprotektivneho
procesu
5. Uréenim:
i) epigenetickych regulaénych zmien (metylacia DNA, modifikdcia histonov), sledovanim expresie
mikroRNA) v tkanive CNS ako aj v krvi
ii) génovej expresie (RT-PCR)
iii) translaénych produktov bielkovin (metddami RT-PCR a Western blotu, Antigénovy microarray),
ktoré si ovplyvnené procesom ischémie a IT (su regulované hypoxiou, redoxnym stavom,
metabolickym stresom), analyzou ich Casovej zavislosti a lokalizdcie vo vulnerabilnych $trukttrach
mozgu (metodou imunohistologickej analyzy,) a porovnanim s vplyvom toxikantov, resp. farmak na
tento proces by sme chceli prispiet k objasneniu vztahu medzi epigenetickym reprogramovanim,
zmenenou génovou expresiou, subbunkovymi organelami, ich signalizaciou a biologickou odpovedou
buniek na proces ochrany/tolerancie.
6. Popis molekuldrnych mechanizmov  doplnime analyzou metabolizmu  amyloidneho
prekurzorového proteinu (APP) v procese IT. Prispejeme tym k pochopeniu mechanizmov veducich k
ischemickej tolerancii a vztahu ischemického poskodenia, IT a metabolizmu APP, {etiopatogenetickej
jednotky veducej k rozvoju Alzheimerove] choroby).
7. Sledovanim zmien metabolomického profilu vorganizme monitorovat vplyv ischemicko-
reperfliizneho poskodenia na metabolomické drahy.

Predpokiadana ujma:

V projekte sa ofakavaju morfologické afunkéné zmeny vyvolané aplikdciou toxikantu
a operaénym zékrokom spojenym s cerebrainou ischémiou. Po opakovanej subkutannej aplikacii
neurotoxikantu homocysteinu sa méZu u niektorych zvierat objavit na koZi malé chrasticky, ktoré sa



po niekolkych dfioch wvysu$ia aodpadnt. Hyperhomocysteinémia je spojend srozvojom
aterosklerotickych zmien a mohla by vystupovat ako nezavisly rizikovy faktor ischemického ataku.

Zvieratd si rychlo zvyknd aj na plavacie testy, ktoré sa fasovo limituju, aby sa zviera
nevycerpalo. Skusenosti z nasich predchadzajucich 3tudii a taktieZ vysledky zahrani¢nych vedeckych
timov uvéadzajd vyraznejdie biochemické a histopatologické zmeny v nervovom tkanive mozgu po
ischemickych operaénych zdkrokoch areperfazii. Zvierata prejavuju zndmky neurologického
poékodenia — maldtnost, napoly privreté viecko, spomaleny pohyb, zniZzeny prijem potravy, ktoré sa
a dlhodobej pamite). Indukciou IT by sme chceli navodit endogénne vybudované
neuroregenerativne procesy na zmiernenie dopadu globalnej cerebralnej ischémie na organizmus.

Studium  a pochopenie vztahov vybudovania IT predstavuje vadsi predpokladany prinos
projektu ako spdsobena ujma na zvieratdch.

Pocet a druh zvierat:
V projekte poufijeme dospelé samce laboratdrnych potkanov kmera Wistar v cetkovom pocte 350
jedincov

Predpokladand Groven krutosti: stredna Uroven krutosti podla klasifikacie krutosti postupov

Preukazanie stladu s poZiadavkou nahradenia, ocbmedzenia a zjemnenia:

Nahradenie (Replacement):

Na sledovanie komplexného G¢inku ischemicko-reperfizneho poskodenia neexistuje
alternativna metéda, ktord by bud na izolovanych bunkovych liniach, tkanivovych kultarach, &i
postupoch in vitro dokonale modelovala stibor procesov a mechanizmov stvisiacich s ischemicko-
reperfuznym poskodenim, ischemickou toleranciou (preischémiou), &i neuroprotekciou, ako poutitie
Zivych zvierat.

Objasnenie, prec¢o niektoré typy buniek hynt v skorom &asovom intervale po ischemickom inzulte,
resp. zistenie mechanizmov obrannych procesov bunky vodi tejto noxe sa nemdze vykonavat

v experimentalnych podmienkach bez vyuZitia celostného pristupu, t.j. na experimentalnych
zvieratach. Dovodom je vysokd komplexnost procesov, kooperdacia réznych typov buniek, ako aj
celkovd odpoved organizmu na poskodzujlci podnet. Postupy sU pouzitelné pri modelovani
efektorov cielovych bunkovych signalov, ktoré sa javia byt rovnaké ako u zvierat, tak aj v humannej
medicine.

Znizenie (Reduction):

Postup je napldnovany tak, aby bol pouZity ¢o najmensi pocet zvierat, aby sme zabezpetili
validitu a reprodukovatelnost vysiedkov. Mens{ polet zvierat by mohol ovplyvnit objektivne
zhodnotenie vysledkov celého projektu.

Zjemnenie (Refinement}:

Hlodavcie modely poskodenia a protekcie CNS su z hladiska fyzioldgie, etiopatogenézy

najvhodnejdimi modelmi. V nasom projekte pouzijeme najniz&i vhodny modelovy Zivocisny druh —
potkana laboratdrneho.
Zvieratd budl oSetrované skisenymi zaskolenymi pracovnikmi a budu pod neustdlym dohladom
veterindrneho lekdra. Pri injekénej aplikdcii sa so zvieratami bude zaobchddzat Setrne a ohladuplne,
aby si zvieratd zvykli na manipuldciu a minimalizoval sa stres. Zvierata si rychlo zvyknu aj na pldvacie
testy, ktoré sa Casovo limituju, aby sa zviera nevyCerpalo. Operalné zakroky na zvieratdch budu
vykonavané v celkovej inhalaénej anestézii a po skonéeni anestézie pri preZivani — obdobie
reperflzie, bude zvieratdm venovand zvysend starostlivost vyskoleného persondlu. V pripade vyskytu
holestivych stavov sa zvieratém poda analgetikum. Usmrtenie zvierat bude prebiehat bezbolestne
pod vplyvom celkovej inhalaénej anestézie.

Projekt bude podlichat opdtovnému schvalovaniu: nie
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Nazov projektu: Biologicky aktivne latky v lieCbe depresie
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Kriaéové slova v projekte (max 5 slov): depresia, depresii podobné stavy, potkany kmena Wistar,
prirodné latky

Ugel projektu”: Zakladny vyskum

Opisat’ ciele projekiu:

V stiéasnosti sU depresivne ochorenia na $tvrtej priecke civilizatnych ochoreni. Kvoéli neustalemu
stresu a nevyvazenému zivotnému $tylu mladej a strednej generécie sa predpokiada, Ze o niekofko rokov
budu po rakovine druhou naj¢astejsie sa vyskytujiicou chorobou. Poruchy nalad postihujd uz takmer 10%
svetovej populacie. Napriek rozsirujucim sa moznostiam modernej farmakoterapie problémom ostava
nedostatoéna udinnost stcasne] lietby depresivnych stavov. Priblizne u 30 % pacientov v akutnej faze
ochorenia a u 20 % pacientov v dlhodobej liecbe sa Ustup priznakov nedosiahne. Klinické studie
poukazuju na nizgiu uginnost antidepresiv u tazkych depresii (35 - 40 %) a vysoku mieru reaktivity na

placebo u miernych a lahkych depresii (az 30 %).

Cielom tohto projektu je stanovit U¢inky biologicky aktivnych latok v depresivnych ochoreniach na
animalnom modeli, ktory je unikatnym v komplexnych odpovediach organizmu na vonkajsie, ale i vnutorne
stimuly. Prirodné latky na rozdiel od syntetickych nemaju tolko vedfajsich ucinkov a v roznych studiach sa
dokonca potvrdilo, Ze pridanim prirodnej latky k liecbe syntetickou latkou su eliminované vedtajsie Ucinky
syntetického liegiva. Zaroven sa posobenim dvoch latok tou istou molekularnou drahou zabezpedi

vyuzitie syntetickej latky v nizsich kencentraciach.

Prinos z vykonaného projekiu

V sugasnosti stale pretrvava nedostatok klinickych studii, zaoberajucich sa vyuzitim prirodnych
I4tok v depresivnych ochoreniach a preto je tento fakt v centre zaujmu vedeckej, ale i laickej komunity. Na
ovplyvnenie a lietbu depresivnych ochoreni sa v su¢asnosti aplikuji vyhradne antidepresiva. LieCiva tejto
skupiny véak maju prilis vela vedlajsich ucinkov. Jednym z najzavaznejsich neZiaducich priznakov je
kontroverzne zvydenie pocitu beznadeje s naslednymi samovrazednymi sklonmi. Medzi dalSie zavazne
negativne Uginky sa radia pokles krvného tlaku, srdcovo-cievne poruchy, srdcova arytmia, poruchy
pamate ¢i pokodenie mozgu. Preto by mala spolo¢nost' viac uprednostiovat prirodné latky, ktore nemaju
pristanovenych Ucinnych davkach vedlajsie Gcinky a potencialne by mohli byt dopinenim liechy
zauzivanymi antidepresivami. V pripade [ahkych stavov by dokonca mohli predstavovat alternativu
Standardnej liedby. Okrem toho prirodné latky v kombinacii so syntetickymi umozAuju prijem nizsich
davok oboch pouzivanych substancii. Vysledky nagho projektu budd sluzit ako podklad pre klinickd prax

a zaroven obohatia doterajsie poznatky v tejto problematike.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné pocty:



Potkan laboratorny, kmeri Wistar, parentéina generacia samce (6ks) a samice (10ks)

Potkan laboratorny, kmert Wistar,potomstvo samce (cca. 120ks) a samice (cca. 120ks)

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

V ramci projektu zvieratam spésobime kratkodoby imobilizaény stres na vyvolanie depresii podobnych
stavov, ktory moze zvieratam vyvolat' nepriaznivi ujmu. Imobilizaény stres podia dostupnej vedeckej
literatury sposobi zvieratam uzkost' a depresii podobné stavy, ktoré je mozné ovplyviovat prirodnymi
latkami. Imobilizécia je realizovana vlozenim zvierata do imobilizatného boxu - plastikového valca
o priemere 8cm a dizke 18cm, kde bude mat zviera znagne obmedzent (nie v8ak Upine zamedzenu)

moznost’ pohybu.

Na sledovanie zmien v spravani sa vyuZivaju behavioralne testy, ktoré zvieratdam sposobia mierny
diskomfort. Zvierata sa budl pred samotnym testovanim hodinu habituovat' na experimentalnu miestnost.
Kazdé zviera sa bude testovat jednotlivo. Testované zviera bude bezprostredne po ukonéeni testovania
preloZené do domovskej klietky.

Na testovanie Uzkosti sa vyuZije test vyvy$eného krizového labyrintu:

Vyvyseny krizovy labyrint: zviera sa poloZi do stredu labyrintu v podobe kriza. V teste v trvani 5 minut sa
sleduje, aky ¢as stravi zviera v zakrytych a aky ¢as v otvorenych ramenach, pocet prechodov cez stred
labyrintu, vztyGovanie na zadné kongatiny a dalsie formy spravania. Sluzi na posudenie emocionalneho
stavu zvierata.

Kognitivne funkcie mozgu zvierat budeme sledovat' v teste Morisovho vodného bazéna.

Morrisov vodny bazeén: zviera je vlozené do kruhového bazénu naplneného teplou vodou (25°C). Na dne
bazena je umiestnena priesvitna platforma, ktorl sa ma zviera naucit’ najst. Aby sa zabranilo orientacii
zrakom, voda je zafarbena pridanim suSeného mlieka. Pokial zviera nendjde platformu 60 sekind, je na
fu poloZené a ponechané na fiom na 20 sekind. Potom sa zviera vyberie z bazéna a po vysuseni srsti
teplym vzduchom sa viozi spat do Kklietky. Test sa bude opakovat trikrat po uplynuti troch hodin
(kratkodoba pamat) a potom o 8 dni jedenkrat (dihodoba pamat).

Test otvoreneho pola: zviera sa viozi do ohradeného &tvorcového priestoru a sleduje sa spravanie
zvierata pocas 8 minut (zaznam videokamerou). Zo zaznamu sa pomocou poéitatového softwaru Smart
Junior zistuje zastipenie réznych druhov spravania pocas testu.

Latky, ktoré budeme peroralne podavat, mozu poéas podavania spdsobit mierny stres a diskomfort. Dané
prirodné latky nemaju zname vedlajsie Uginky a ich podavanie by nemalo spdsobit' Ziadny nepriaznivy
vplyv. Ak by nastalo zhorSenie zdravotného stavu zvierata, veduci projektu rozhodne o jeho prelozeni do
osobitne] klietky s intenzivnou zabezpetenou kontrolou, pripadne o jeho smrti humannym sposobom

(predavkovanim anestetikom). Za sulad vykonavaného projektu je zodpovedny veduci projektu.

Predpokladana troven krutosti:

Kategoria krutosti:
parentaina generacia: samce — slaba (oddiel Ill, bod 1), samice — stredna az kruta (oddiel 1, bod 2)

potomstvo F1: stredna aZ kruta (podla oddielu HI, body 2-3)



Uplatiovanie zasad 3R

Predkladany projekt je v sllade so zasadami 3R:

Zasada nahraditelnosti:

Depresivne ochorenia sa za posledné desatrogia tykaju ¢oraz vacsieho poctu ludi rézneho veku
a je pravdepodobné, Ze sa Coskoro dostanu medzi najéastejSie civiliza¢né ochorenia. Ovplyviujt kvalitu
zivota pacientov a preto je potrebné sustredit’ sa na mechanizmy, ktorymi by bolo mozné utlmit priznaky
tohto ochorenia, pripadne ich Uplne zvratit. Vzhladom na charakter pokusu je nevyhnutné, aby bol projekt
vykonany v podmienkach in vivo, kitoré tvoria systém dejov aodpovedi na stimuly z vonkajsieho
a vnutorného prostredia. In vifro podmienky nikdy nevystihnt taki komplexnost' stimulov a dejov, ako je to
v Zivom organizme, a navySe doteraz nie si zname bunkové linie, izolované z depresivnych pacientov. /n
vivo pokusy tvoria necdmyslitelny stupienok v predklinickom vyskume. Projekt je zaroven napléanovany
tak, aby vysledky z neho mohli prejst priamo do klinicke] praxe. Potkany vyuZité v postupe sa navyS$e
budl testoval' na zmeny spravania, majlce vztah so symptomami depresivnych ochoreni ¢loveka. Pre
tento typ pokusov sa podla literarnych Gdajov najviac hodia laboratorne potkany, ktoré disponuju
dostatoénym spektrom vrodenych druhov spravania a su schopné taktiez pomerne zlozZitych foriem
nauceného spravania (napr. zapamatanie si urcitého priestorového usporiadania alebo situacie

s nadvaznostou na kladny alebo zaporny emoény obsah a pod.).

Zasada znizenia:

Planovany postup je zostaveny tak, aby bolo pre dosiahnutie o¢akavanych vysledkov pouZitych
¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnozstvo vystupnych informacii z kazdého pouzitého
pokusného zvierata. Zaroven sa dba oto, aby bola minimalizovana bolest alebo stres pouZitych
pokusnych zvierat a aby bol zabezpeceny primerany welfare od ich privezenia az po smrt.

Zasada zdokonalenia (zjemnenia):

Pocas postupu bude zabezpeéena komplexnd starostlivost o zvieratd. BezZnu starostlivost' o
zvierata budl zabezpelovat laborantky, ktoré su prisiusne $kolené a poucené. VSecbecne sa da
konstatovat, ze uvedené experimentalne postupy nespodsobia neprimerany diskomfort pokusnych zvierat
a ze ide o Standardne typy pokusov (bezne pouZivané v pickovych vedeckych pracoviskach) v stulade s
etickymi poziadavkami. Ak by nastalo zhordenie zdravotného stavu zvierata, veduci projektu rozhodne
ojeho prelozeni do osobitng] klietky s intenzivnou zabezpeCenou konirolou, pripadne o jeho smrti
humannym spéscbom (predavkovanim anestetikom). Za stlad vykonavaného projektu je zodpovedny

vedUci projektu.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: dno, do 3 mesiacov od ukondenia projektu tzn. do
31.03.2019 bude vykonané spitné posudenie projektu SVPS SR



NAZOV PROJEKTU

VPLYV CHEMOTERAPEUTICKE! LIECBY POUZITET PRI RAKOVINE SEMENNIKOV
NA POPIS BEHAVIORALNYCH A SEXUALNYCH FUNKCI
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CIEL PROJEKTU

Cielom projektu je popisat’ vplyv chemoterapeutik na spravanic a sexualne funkcie
experimentdlnych zvierat, ¢o ma vyznam nielen z hladiska mozného odhalenia pri¢in
a potencialnych negativnych t¢inkov chemoterapeutik u pacientov s nadorom semennikov, ale
modze pomdet odhalit’ dolezité rozdiely medzi experimentilnymi zvieratami a [ud'mi, ¢o
umozni lepdie modelovat’ poruchy spravania Tudi na zvieratach. Klinickych $tadii. sledujucich
vplyv chemoterapeutik na spravanie pacientov, je v dostupnej vedecke] literattire malo, hoci
majli nesporny vyznam pre pochopenie biologickej podstaty terapeutického 1 vedlajSieho
Gieinku protinadorovych liekov. Vyskum na humannej trovni nardza na vyrazné etické
problémy. preto nas projekt bude realizovany na experimentalnych zvieratach. V animéalnych
experimentoch budeme  sledovat’ Geinok kombindcie chemoterapeutik na spravanie
hemikastrovanych my$i. V projekte budeme pouzivat’ viaceré metodicke postupy na sledovanie
jednotlivych foriem spravania (sexualne spravanie, tzkost, depresia, lokomotoricka aktivita
apod.). Budeme kombinovat® jednotlivé faktory takym spdsobom, ako sa to deje priamo
u pacientov s rakovinou semennikov, hoci to nesporne zvy§uje variabilitu a komplikuje
interpretaciu. Zaroven viak znizuje riziko klinicky irelevantnych vystupov, ktoré nie si

reprodukovatelné kvoli mnohym $pecifickym faktorom ako je napr. genetické pozadie zvierat.

SULAD ZASAD 3R

Pri praci so zvieratami budu dodrzané vietky predpisané predpisy pre chov

a zaobchadzanie s laboratérnymi zvieratami podla zasad 3 R.

REPLACEMENT

Pretoze v planovanych experimentoch sa budt hodnotit' zmeny spravania a nasledky

chemoterapeutickych intervencii, je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal ..irm vivo ™ na celom



zvierati. Vyuzitie bunkovych kultar alebo poéitacovych simuldcii neprichadza pri tomto type

experimentu do Gvahy ako alternativiny spdsob vyskumného pristupu.

Planovany experiment je zostaveny tak, aby bolo pre dosiahnutie ocakavanych
vysledkov pouzitych ¢o najmenej zvierat, aviak pri zachovani $tatistickej spracovatelnosti
a najmi relevantnosti. Zaroven sa snazime aby bolo maximalizované mnoZzstvo vystupnych
informacii 7 kazdého pouZitého pokusného zvierata. Postupy budd vykonavat® iba dostatocne
vySkolené a zacvicené osoby, ¢im sa vyrazne 7nizi mozna chybovost vysledkov a nutnost
opakovania postupu. Podet pouzitych zvierat bol stanoveny tak, aby bola zachovana
reprodukovatelnost a validita pokusov. Na druhej strane, podet jedincov, ktory je pldnovany je
dostato¢ny, aby dal jasni odpoved’ na poloZenu vedecku otazku, kedy nebude potrebné d'ale]
experimenty opakovat inymi vyskumnymi timami. Podobne bude v experimente pouZity
rovnaky podet kontrolnych zvierat. Tato varianta vyuZije najmenej zvierat. Pre zachovanie
Statistickej sily, zniZenie kontrolnej skupiny vedie k zvySeniu experimentalnej skupiny. Pomer
kontrolné:experimentélne zviera 1:1 je preto najvhodnejsi v zmysle najmensieho poctu zvierat.
Vzhladom na vacsl podet zvierat, zvieratd budl objedndvané na etapy v 5 tyzdiovych
odstupoch, V experimentoch sa pouzijii geneticky homogénne rovnaké skupiny zvierat od

jedného dodavatela.

REFINEMENT

Zvieratd budii pocas pokusov kontinudlne sledované a vysledky priebezne
vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych pripadne neodakavanych udalosti bude
experiment ukon¢eny. Dennym sledovanim zdravotného stavu zvierat dochadza k jemnej
manipuldcii so zvieratami a kontaktu s tymi istymi osobami, ¢im sa maximalne eliminuje stres
zvierat v ramci tzv. handlingu. St¢astou procesu zjemnenia bude aj minimalizacia mozného
stradania a utrpenia zvierat, ato dodrziavanim piatich slobdd (sloboda od smédu- a 2 dni
vymena vody za &erstvi, hladu a podvyzivy —neruSeny ku krmivu, ktoré sa doplita dl'a potreby,
sloboda od nepohodlia — poskytnutim zodpovedajuceho prostredia s pilinami vratane ukrytu
(toaletova rolka, hracky) a pohodlného miesta k odpocinku; sloboda od bolesti, zranenia
a chordb — jednak dennym sledovanim a podavanim analgetik pri potencidlne bolestivych
vykonoch, pripadne anestézia. sloboda od strachu a tzkosti — poskytnutim vhodného prostredia
a spolognosti zvierat rovnakého druhu; sloboda realizovat’ normalne spravanie — zaistenim
takého prostredia a zachadzania, pri ktorom bude vyludené mentélne stridanie, zvierata budu

v klietke viaceré po 5, v prichladnych vianiciach, bez akustickej a cuchovej izolacie



s ostatnymi zvieratami v miestnosti). Ked'ze v ramei experimentov je planovana operdcia
(hemikastracia/sham). tato bude vykondvana v celkovej anesiézil ketamin/xylazin. Ketamin
okrem anestetického u¢inku m4 aj analgetické Géinky, ktoré budu d'alej umocnené analgetikom
Ketoprofenom v déavke Smg/kg s.c., ktory bude podany ku koncu opera¢ného zakroku.

Nasledne kazdych 24h sa podéa rovnaka davka este 2x (2 dni), da protokolu a odporucani

(hip://www.iacue uesledu/Proc/awMouseFrm.asp). Zvieratd po zakroku budt po prebrati sa
umiesinené do domécej klietky spolu sostatnymi vten den operovanymi a prebratymi
zvieratami. Do prebratia budd zvieratd aktivne oteplované, pri¢om urfeny pracovnik ich bude
kontinualne monitorovat' v prebudzacej klietke. Na zabranenie vytrhavania stehov pouzijeme
alkohol (Spitaderm), ktorym budeme rany dezinfikovat' & 24h. ¢im budeme zarovein branit’
vzniku lokdlneho zdpalu. Zo skisenosti vieme, 7e takto oSetrené zvieratd si stehy netrhaju a
nehryzn, kedze tento alkohol ma trpku chut’ a 'ud'om ani zvieratdm nechuti. Alternativou
k stehom st klipy. ktoré mozeme tiez pouzit, ak SVPS SR tito moznost’ povoli. Napriek tomu,
e zvieratd su umiestnené v skupinich aj pocas rekonvalescncie aj pocas celé¢ho experimentu,
st zaroven umiestnené v priehfadnych vaniciach, o minimalizuje ich socialny deficit. Stehy
budu vybraté o cca. 7-10 dni, a ked’ze predpokladame 2 stehy/klipy na zviera, zakrok trva asi
10s. Zviera na tento ¢as uspime Isofluranom. Samotné vyberanie stehov je nebolestivé, ked'ze
sa 7ivé tkanivo nercze ani nestrihd, strihaju sa stehy/nit, pripadne pri klipoch sa pouZzije
odklipova¢. Behavioralne testy, ktoré sa planuji ako i umiestnenie do metabolickych klietok
planujeme zjemnit’ najmé $etrnou manipuldciou, privyknutim si na miestnost’, kde sa budu
experimenty vykonavat a tiez kazdodennym handlingom tymi istymi ['ud'mi, aby si zvierata
zvykli na manipulaciu. Tyzdnovy oddych medzi behaviordlnymi experimentami je dostatocny
vzhl'adom na zatazenie v ramci jednotlivych behavioralnych testov. V metabolickych klietkach
budt zvieratd umiestnené sice osve, ale samotna klietka je priehladnd, takZe zviera bude mat

kontakt vizualny ale aj pachovy a sluchovy s ostatnymi zvieratami miestnosti.

OCAKAVANA UIMA A PRINOS

V dostupnej odbornej literatire je iba minimum experimentov zameranych na vedlajsi
ti¢inok protinadorovych liekov na celkové spravanie I'udi. Jednou z pricin moze byt Ze uéinok

chemoterapeutik na spravanie I'udi, je znaéne individudlny. Pozornost' jednotlivych klinickych



i animalnych tadii sa venuje hlavne sledovaniu morfologickych zmien reprodukéného systému
a fertility.

N

Ide o jednoznaéne origindlny projekt. ked'ze zatial nikto nesledoval G¢inok kombinacie
troch najcastejsie pouzivanych chemoterapeutik — bleomycinu, etopozidu a cisplatinu (BEC)
na celkové/komplexné spravanie samcov mysi, zahriajuc sledovanie lokomotoricke; aktivity,
tizkostného, depresivneho, sexualneho spréavania a kognitivnych schopnosti. Originalita
projektu spociva aj v tom, ze zvieratd podstupuju chirurgicky zakrok — hemikastraciu (aplné
odstranenic jedného semennika) z ddvodu, aby sme ¢o najviac napodobnovali liecbu rakoviny
semennikov u 'udi, kde odstranenie rakovinou poskodeného semennika je prvou etapou liecby
pacientov s touto chorobou. Vybrali sme si tému, ktord je vel'mi aktudlna, kde v rdmci
riesitel'ského kolektivu mame aspont v ramei Slovenska najlepsich odbornikov na jednotlive
aspekty projektu.

Zvieratd budu podstupovat’ tkony, patriace do kategorie slabé az stredné. Pri slabych
postupoch budu zvieratd pocitovat kratkodobi slabl bolest’, utrpenie alebo strach, avsak tieto
akony vo vyznamnej miere nenarusuju pohodu ani celkovy stav zvierat. Pri strednych
postupoch je pravdepodobné, ze v ich désledku budu zvierata pocitovat kratkodobu strednu
bolest’, utrpenie alebo strach, alebo dlhotrvajucu slabu bolest’, utrpenie alebo strach, a

postupy. pri ktorych je pravdepodobné, Ze stredne naruia pohodu alebo celkovy stav zvierat.

Sthrn jednotlivyceh vikonov na zvieratach:

Po dovezeni zvierat (dospelé samce CD-1 my§i vo veku 8 tyzdhov) do pokusného
zariadenia buda zvieratd neodkladne a bez zbyto¢ného megkania $etrne umiestnené do €istych
klictok na to ur¢enych v karanténnej miestnosti na tento u¢el vyhradenej. Bezodkladne im
bude podand strava a dostatok tekutin obvyklym sposobom. Zvierata ostant v karanténnej
miestnosti 14 dnif, ¢o je optimilna doba na prejav chor6b a vylicenie vicsiny chordb
prichadzajtcich do uvahy. Po uplynuti karanténnej doby zvieratd vo vyhovujucom stave budu
zaradené do pokusu. Zvieratd sa z karanténnej miestnosti Setrne a bez zbyto€nych stresov
premiestnia do chovnej miestnosti. Tato miestnost’ je riadne oznacend na aky ucel sluzi a
zabezpedena pred vstupom cudzich osob.

U pacientov s nddorom semennika je prvou etapou lietby chirurgicke odstranenie
nadorom postihnutého semennika, po ktorom nasleduje chemoterapeuticka lietba. Zvierata
(mysi CD-1; tab 1.) budut rozdelené do dvoch skupin - kontrolnd skupina (CTRL; n = 100)
a skupina ovplyvnens kombindciou chemoterapeutik — experimentdlna skupina (BEC; n=

100). BEC skupina zvierat podstipi hemikastrdciu, aby na§ zvieraci model o najviac



napodobiioval situdciu pri liecbe pacientov s rakovinou semennika. Chirurgické odstranenie

jedného semennika (hemikastracia)

sa uskutodituje pod vplyvom anestézie (ketamin 100 mg/kg

a xylazin 10 mg/kg. v pomere 3:1). aplikovanej intraperitonedlne. Po chirurgickom zakroku

zvieratam nechdme 2 tyZdne na rekonvalescenciu, pocas ktorej pravidelne budeme sledovat

ich zdravotny stav. Zvieratd budi mat” pocas celého experimentu ad [libitum pristup k vode a

k Standardnej potrave.

Tabulka 1: POCET ZVIERAT

Suhrn pouzitych zvierat:

I . . Kastracis . . Podet na skupinu zs
1 Druh/plemeno/linia | Pohlavie S m?l g Skupina zvierat ocet na skupinu !
1 (orchiektomia) celé obdobie
Myéi CD-1 Samce Nie Kontrolna 100
Mysi CD-1 Samce Ano Experimentalna 100
] Mysi CD-1 Samice Nie Kontrolna 20 B
Tabulka 2: Sthrn jednotlivych iikonov na zvieratich pocas experimentu:
- . s P /6 Doéet
Dr uh/Pl.cmeno/ Skupina Pohlavie Ukon Cwsm‘e ! QCCt Krutost’
linia obdobie zvierat
1. Podéavanie
fyziologického 1.Slaba
roztoku I.13x/cyklus 2.Slaba
2 Hmotnost’, 2.1x 3.Stredna
prijem tekutin, tyzdenne 4.Slaba
- o i strava 3.2x 5. TOP,
Mysi CD-1 Kontrolna Samce 3 Odber lkrvi 4 1x 100 TRNO.
z chvostovej zily | mesacne F,S5—
4. Odber mocu 5.1x — kazdy slaba
5. Behavioralne typ testu TNP -
testy: TOP, TNP, stredna
TRNO, I, S
1.Anestéza 200
(ketamin:xylazin) . samecov
P Fx - Ix .
a hemikastracia " 1.Stredna +
2. Podavanie . 2.Slaba 20
- . B:3x/cyklus - . ,
chemoterapeutik e . 3.Slaba samie
. E:5x/cyklus _ .
(BEC) e 4.Stredna
N . C:5x/cyklus _ .
Experimentilna 3.Hmotnost, 1 Ix 5.Slaba
Mysi CD-1 (ﬁ]lTC) and o samee prijem tekutin, Lj//dc . 100 6. TOP,
; strava 4) ;‘ m TRNO,
4.Odber krvi . 1. F,S5—
e 5.1x .
z chvostovej zily esacne slaba
5. Odber mocu ‘ o TNP -
. 6.1x — kazdy .
6. Behavioralne testu stredna
testy: TOP, TNP, | P
TRNO, F, S
Behaviorainy test:
Mysi CD-1 Kontrolna Samice | Sedovanie 1D - 5x 20 Slabd
sexualneho
, spravania

Vysvetlenie skratick v tabul’ke:




a. test otvoreného pola (TOP);

b. test nuteného plavania (TNP):

c. test rozpozndvania nového objektu (TRNO);

d. fenotyperi (F);

e. sledovanie sexualneho spravania vo fenotyperi (S).

Rozhodli sme sa. 7e experimentalne zvierata budeme znacit na chvoste prostrednictvom
permanentnej fixky, lebo to povazujeme za menej stresujuci spbsob oznacovania. Na
sledovanie koneentracie testosterénu v plazme a na overovanie Gispesnosti hemikastracie od
zvierat bude odobratd krv pred hemiskastraciou a tiez 2 tyZdne po chirurgickom zakroku. Krv
bude odobraté aj od kontrolnych zvierat. Odber mod¢u budeme realizovat’ prostrednictvom
metabolickych klietok, kam vloZime zvieratd maximalne na 3 hodiny.

Na zhodnotenie anxiety a lokomodénej aktivity pouzijeme test otvoreného pol'a (TOP),
pri ktorom pouZijeme arénu s podstavou stvorca (45 x 45cm). Testované zviera bude vloZene
do centra arény a v nej ponechané po dobu 5 minut. Sledovanym parametrom bude celkova
prejdend vzdialenost. priemerna rychlost pohybu a ¢as straveny v centralnej Casti bludiska.
Viac ¢asu straveného v centralnej asti, je zndmkou niz$ej urovne anxiety.

Na zhodnotenie depresivneho spravania pouzijeme test nateného plavania (TNP), pri
ktorom pouzijeme prichladni vodnt nadrz kruhovej podstavy s priemerom 30cm, do dvoch
tretin naplnent vodou o teplote 24-26°C. My$ bude vloZend do nadrZe a ponechana v nej po
dobu 6 minat. Zaznamenavany bude ¢as imobility, ktory pozitivne koreluje s mierou depresie.

Na zhodnotenie kognitivnych schopmosti pouzijeme test rozpoznavania nového
objektu (TRNO), ktory sa skladd z troch faz: habitudcia, familiarizacia a testovacia faza. Pocas
prvej fazy zviera exploruje otvorené pole v nepritomnosti objektov. Po uplynuti ¢asu je zviera
premiestnené do domécej klietky. Pocas familiarizdcie je zviera umiestnené na 5 mintt do
otvoreného pol'a. kde st uz pritomné dva objekty ( A1+A2). Po gase (retencny interval) je zviera
opit’ premiestnené do klietky. Po uplynuti retenéného intervalu (1 hodina), pocas testovacej
fazy (trvanie 5 min) je zviera vraten¢ do otvoreného pol'a s dvomi objektmi. jeden je identicky
objektu z familiarizacie a druhy je novy (A3+B). Pocas familiarizécie a testovacej fazy su
predmety umiestnené symetricky v protil'ahlych rohoch otvoreného pola. Pokial’ si zvierata
/mamy objekt pamétaju, trdvia viac Casu exploraciou nového objektu. Sledovanymi
parametrami budu doba kontaktu a pocet kontaktov s objektmi.

V ramei projektu planujeme aj behavioralny test v tzv. fenotyperi (I), ktory funguje
alko domadca klietka, kde sa sleduje dlhodobejsie ako sa zviera sprava. Poskytuje to blizsi obraz

0 jeho behaviordlnych charakteristikéch. Zvierata st umiestnené do boxu, kde maju k dispozicii



potravu a pitnt vodu ad libitum. Box je virtualne rozdeleny na viaceré ¢asti, pricom na rozdiel
od testu otvorené¢ho pola. vtomto pripade maji moznost wavit cas aj vizv. shelteri-
_doméeku™. Piliny ako podstielka sa sice davaju €isté, ale v principe zmieané s ¢astou
povodnych pilin z domacej klietky zvierata. Tiez, fenotypery sa nachadzaju v miestnosti, kde
st domace klietky, ¢ize k presunu medzi miestnostami neprichadza. Kazdy box (v naSom
pripade st k dispozicii 4) ma navrchu umiestneny kamerovy snimac, ktory detekuje zviera po
cely ¢as, ktory vo fenotyperi strivi aako sa pohybuje. Cely proces zaznamenavame
a vyhodnocujeme v programe EthoVisionXT. Zvieratd buda ponechané vo fenotyperi 12-24
hodin. Pozorovanymi parametrami st celkova prejdend vzdialenost, priemerna rychlost’
pohybu a ¢as straveny v centralnej Casti bludiska. V tomto pripade je potrebné zohl'adnit™ aj
fakt. kolko ¢asu strévi zviera v svetelnej ¢asti (mimo doméeka) a kolko v tmavej Casti. Viac
asu. straveného vo svetlej casti bludiska, odrdza niZ§iu uroven anxiety. (BlizSie info na

hitp: 2w oldis, com/animal-hehavior-research/products/phenonyper.) Vzhl'adom na to, Ze

ide sice vo svete relativne dlho pouzivan( vec, nic je pocet publikdcii stymto typom
experimentu taky asty na hodnotenie lokomotorickej aktivity a anxiety. Pravdepodobnou
pricinou bude vysokd cena (4 Kklietky vySe 40tisic eur), preto 5-minatové behaviordlne
testovania by sme tiez radi realizovali, ako $tandardnt a vo svete predsa len rozsirenejsiu
metodu.

Na sledovanie sexuslneho spravania (S) mysi by sme pouzili fenotyperove klietky.
Tym, ze v tych klietkach by bola sledovand ich celodenna aktivita, sledovanie sexualneho
spréavania by nebolo ovplyvnené stresom z nového prostredia. V case testovania by sme vlozili
testovaného samca do fenotyperovej klietky a po 5 min by sme vloZili sexudlne receptiviu
sami¢ku k nemu. Doba trvania testu by bola 30 min, pocas ktorej by sme sledovali prejavy
sexudlneho spréavania iniciované testovanym samcom: latencia a frekvencia ocuchavania
anogenitalnej oblasti, tzv. mounting-u (lezenie), intromisif a ejakulacii.

Prislugné zvieratd pocas experimentu budu vystavené Géinku kombinacie troch
chemoterapeutik: bleomycinu, etopozidu a cisplatinu (BEC) poddvanych intraperitoneélne

v uréitych gasovych intervaloch (vid'. tabullku).

Sposob poddvania chemoterapeutik:

. . . N N * L Interval
Aplikovana latka | Davka Spbsob podavania | Cas podavania L
podidvania

na2., 9., alo. ‘
den od zadatia
cyklu

3eykly:

Bleomycin 0,75 mg/kg intraperitonealny A }
! eyklus = 21 dni




Etoposid

| 7.5 mg/kg

intraperitoncalny

Cisplatin

O

1,5 mg/kg

intraperitonealny

od 1.az do 5.
dna cyklu

od l.azdo 5.
dia cyklu

Jeden z parametrov, kiory sa bude sledovat’ je aj prezivanie.

Ak maji mat

chemoterapeutika negativiy vplyv na zdravie a spravanie, mozu zvysit mortalitu zvierat. Tt

sice nepredpokladdme (ked’ze planujeme podévat’ 0,5-nasobnt davku originalnej davky u l'udi),

ale sledovat mortalitu budeme. Ak by bola vyrazne vy&sia (nad 5%) ako u kontrolnych zvierat.

experiment ukoncéime.

SPATNE POSUDENIE

Nepredpokladame, Ze projekt bude podliehat’ spatnému postdeniu.



