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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Molekularno-farmakologické pristupy k inovativnej terapii reumatoidnej artritidy
hodnotenej v experimentalnych podmienkach in vivo a in vitro

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 374 4 // ~C27 / 3
evidenéné &islo projektu APVV-15-0308

a) Ciele projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, pocte a typoch zvierat
Taziskom projektu bude 3tadium terapeutického potencialu vybranych latok pre
terapiu reumatoidnej artritidy (RA), a to najméd pre kombinovani terapiu s
metotrexatom. Hodnotit' sa bud(: nizkomolekulové prirodné a syntetické zli€eniny a
ich derivaty (glutation, mezo-2,3-sulfhydryljantarova kyselina, N-
butyldeoxynojirimycin); imunomodulatory bakteridineho pévodu (rézne probiotické
kmene sp. Lactobacillus); zli€eniny rastlinného pévodu izolované z rastlin, ich
derivaty a komplexy (astaxantin, komplex kvercetin-fosfatidylcholin (fytozém),
kyselina karnozova, karnozol, sulforafan, diplakon, glabridin, ginkolidy, bilobalid,
feruloylaldehyd a mono- a digalaktozyldiacylglycerol, epigalokatechin galat, kyselina
galova, chinova a elagov3, fatsiflogin, robinin) aim prislichajice Standardizované
extrakty; polysacharidy s réznou molekulovou hmotnostou a ich derivaty (chitosan-
glukan a chitosan izolované z mycélia plesni Schizophyllum commune a ich derivaty,
hyaluronan sodny bakterialneho pdvodu).

PouZije sa model adjuvantnej artritidy (AA) indukovanej u potkanov kmefia Lewis.
Rozvoj AA a jeho farmakologické ovplyvnenie sa bude charakterizovat parametrami
opisujucimi imunologické, oxidaéné a zapalové procesy. Hodnotené latky sa budu
aplikovat v usporiadani preventivne-terapeutickom a terapeutickom.

Subchronicky model AA sa dopini aj akitnym modelom karageninom indukovaného
zapalu. Uginnost vybranych latok sa overi v zavere projektu aj na modeli kolagénom
typu 2 indukovanej artritide. Hodnotenie Iatok in vivo budu dopiiat experimenty na
chemickych systémoch a bunkovych kultirach, pomocou ktorych sa bude analyzovat
molekularny mechanizmus efektu studovanych latok. Predmetom vyskumu bude aj
hodnotenie kardiovaskularnych komplikacii sprevadzajucich artritidu na modeli
izolovaného srdca v podmienkach ischemicko-reperfizneho poskodenia.

e Metbdy-pouZité-v—projekte-umoznia-detailnejSie-pochopit_stvislostimedzi-zapalovymi

a imunologickymi procesmi, ako aj oxidatnym stresom v artritickych ochoreniach
Siroky vyber metéd na stanovenie parametrov (klinickych, zapalovych,
imunologickych a biochemickych), ktoré st reprodukovatefné a stabilne zavedené
umoZnia podrobne monitorovat priecbeh AA upotkanov a sledovat Gcinnost
hodnotenych testovanych latok. PouZiji sa metoédy hodnotenia funk&nosti fagocytov
vpinej krvi itkanivach metédou chemiluminiscencie, funkénych parametrov
izolovaného srdca v podmienkach ischemicko-reperfizneho poskodenia. V projekte
sa zarovefi budl aplikovat zavedené S$tandardné techniky laboratérii bunkovych
kultar. V poslednom roku rie$enia projekiu sa pouzije aj model kolagénom typu I
vyvolanej artritidy (KIA) s velmi podobnym priebehom ochorenia ako u fudi.



Vprojekte sa ziskaju informacie o terapeutickom potencidli latok s
imunomodulaénymi a antioxidaénymi vlastnostami pre terapiu RA a to najma
kombinovani terapiu s MTX. Dalej sa budl sledovat mechanizmy pdsobenia
skumanych latok regulujicich redoxnt rovnovahu organizmu v biochemickych a
imunologickych procesoch sprevadzajiucich artritidu na intra- aj extra-celularnej
urovni. Na drovni expresie doleZitych transkripénych fakiorov zapojenych do
regulacie zapalu (NF-kappa B) a redoxnej rovnovahy (Nrf2) sa objasnia ich vzajomné
prepojenie v regulacii patogenézy chronickych zapalovych ochoreni. PouZije sa aj
kvantitativna RT-PCR, ktora umozni kvantifikovat expresiu mRNA génov Nrf2, NF-
kappa B, ako aj doblezitych zapalovych mediatorov - TNF-alfa, IL-1beta a
indukovatefnej NO syntazy (INOS). Na molekularnej urovni sa bude sledovaf
expresia spomenutych transkripénych faktorov vo vybranych tkanivach a meranim
biochemickych markerov oxidaéného stresu sa rozlii, ¢i je pésobenie vybranych
latok priamo antioxidaéné (oxidaéno-redukéné reakcie) alebo nepriamo antioxidaéné
(zvysenie antioxidaénej ochrany prostrednictvom Nrf2 alebo zniZenim expresie NF-
kappa B), pripadne je ich kombinaciou. Bude sa $tudovat dysbalancia metabolizmu
lipidov meranim expresie a aktivity butyrylcholinesterazy a expresie PPARG
transkripénych faktorov v bielom tukovom tkanive a v pegeni potkanov s AA a jej
farmakologické ovplyvnenie testovanymi latkami. Pre probiotika (kmef Lactobacillus
plantarum LS/07 zbierkové &islo CCM 7766) sa bude sledovat vztah artritidy a zmien
v pocte laktobacilov ako aj pH ich kolénii v hrubom &reve potkanov.

Minimalny stres zvierata utrpia pocas aplikacie latok peroraine sondou a pri podani
samotnej anestézie intramuskularne. Zvieratd mézu pocitovat mierny diskomfort pri
CiastoCnej fixacii potas aplikacie testovanych latok sondou per os apri podani
anestetika. Tieto zakroky nemaju na zvieratd Ziadne nepriaznivé trvalé uginky.
Diskomfort pri preZivani potkanov po indukcii artritid spésobeny opuchmi zadnych
kon&atin budeme eliminovat podavanim analgetik, podanim krmiva do chovnych
vanic a zniZzenim Ustia pijatok do vanic, vioZenim nezavadnych papierovych valcov
na preliezanie a zvySovanie pohody zvierat. Pre zistenie Géinnosti testovanych latok
s planovanym vyuZitim pre ¢&loveka prinos projektu vyrazne prevy$uje ujmu u
experimentalnych potkanov.

——\-postupe-sa-pouzije-1470-laboratérnych-potkanov-kmefa-Lewis;-samcov-5:6———

tyzdnovych o hmotnosti 120-150 g.

b) Preukazanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Zasada nahradenia Zivych zvierat (replacement)
Testované substancie nepridu do kontaktu so Zivymi potkanmi. V postupoch in vivo

sa bude testovat len obmedzeny pocet najtiinnejSich latok a derivatov z postupov v
monoterapii. Aby sa zmiernilo utrpenie zvierat, pouzije sa analgetikum vo forme



Tramalu. Nutnost realizacie postupov hodnotiacich G&inok prirodnych latok na
experimentalnych jedincoch podporuje aj skutognost, e sa bude jednat o stadie
biologickej aktivity viacerych novopripravenych zlGéenin. V medzinarodnych
databazach (ECVAM, FRAME) sa zistovali alternativne metody, ktoré by nahradili
pouzitie experimentalnych zvierat. Pre komplexnost procesov absorpcie, distriblcie
a metabolizacie lie€iv v Zivych organizmoch nie je mozné v projekte nahradit
navrhnuté animalne modely alternativnymi metédami.

Zasada obmedzenia poétu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalinym poé&tom experimentainych potkanov tak, aby
nebol ohrozeny ciel projektu a bola zabezpelena reprodukovatelnost i validita
postupu pre fyziologické, biochemicke, makroskopicko-morfologické analyzy, ako
ajich $tatistické vyhodnotenie. Zvieratd budl rovnakého pohlavia, veku, resp.
hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnét a tym $tatisticky
nesignifikantnym vysiedkom.

Zasada zjemnenia (refinement)

Zvierata budud po privezeni z chovného zariadenia v karanténe: po dobu 7 dni budd
umiestnené po dvoch v dostatogne velkych vaniciach za stanoveného svetelného,
tepelného a kimneho reZimu. Budi v kontakte len so 8kolenymi pracovnikmi
zverinca. Potkany pocas postupu preZivaju stres, ktory budeme minimalizovat
Setrnym zaobchadzanim i obohatenim prostredia vanice predmetmi na hru
a ohryzovanie. Pri odbere krvi z retro-orbitalneho sinusu sa bolest obmedzi pouzitim
celkovej anestézie astres sa zmierni pouZivanim tenkych jednorazovych
ihiel, Setrnym a ohfadupinym zaobchadzanim so zvieratami. Eutanazia sa vykona
bezbolestne v hibokej celkovej anestézii vykrvenim punkciou srdca.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvafovaniu: D€ a'ng
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Netechnické zhrnutie projektu podla § 40 Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.

Nézov projektu: 34 aq / 1&—=2279

Bioenergetické aspekty ochrany myokardu pomocou procesov krdtkodobej adaptdcie. Uloha
srdcovych mitochondrii.

KI'icove slova v projekte

Srdcové mitochondrie, adaptaéné mechanizmy, farmakologicky a remote precbnditioning,
diabetes mellitus, bioenergetika

Ugel projektu:

- zékladny vyskum,

- prevencie, diagnostiky alebo lie¢by chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych
stavov ¢loveka, zvierat alebo ich Géinkov na udi, zvierata,

- odhalovania zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov Iudi, zvierat

1a) Informaicie o ciePoch projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte
a typoch zvierat, ktoré sa pouziji

Cielom projektu bude upresnenie tlohy mitochondrii v energetickom metabolizme srdca v
podmienkach ochrany myokardu pomocou ,,remote ischemického preconditioningu® (RIP)
proti jeho ischemicko-reperfiiznemu poskodeniu.

Projekt mé za tlohu prispiet’ k objasneniu molekulovych mechanizmov vedicich k funkénej
remodeldcii srdcovych mitochondrii, ktorou sa tieto organely podielaji na zvyseni
ischemickej tolerancie myokardu. RozliSenie pozitivnych od negativnych zmien, ktoré RIP
indukuje na cielovych $truktirach v srdcovych mitochondridch.

Dal$im ciefom bude porovnanie U¢innosti ochrany energetiky myokardu zvySenim jeho
ischemickej tolerancie klasickym ischemickym preconditioningom, RIP a chemickym
preconditioningom  (aplikdciou diazoxidu) a farmakologickym ovplyvnenim s

dichloroacetatom pri poskodem myokardu c1V1hzacnym1 ochoreniami (1schem1a hypoxia,

Vysledky ziskané v priebehu rieSenia projektu budu naplnou dvoch doktorandskych
dizertaénych prac Zvieratam bude jednordzovo podany streptozotocin v davke 65mg/kg
Pocas 7 dni VYVO_]a akutneho $tadia diabetes mellitus I. typu budu zvieratd pocitovat’ mierny
diskomfort, majii zvy$ené modenie, dochddza k miernemu ubytku na ich hmotnosti. Podas
navodenia tzv. remote ischemického preconditioningu bude zvieratdm v celkovej anestéze
vyvolana kratkodoba ischémia tromi 5 minitovymi okltiziami s 5 minttovymi reperfliziami,
medzi jednotlivymi okliziami (Xin P et al. 2010). Zagkrtenie ciev zésobujucich zadnu
kondatinu bude vyvolané tlakovou manzetou pri 200 mm Hg. Farmakologicky
preconditioning bude potkanom v celkoveJ anestéze navodeny diazoxidom, ktory bude
podévany intravenézne v divke 10 mg.kg” tesne pred samotnou exciziou srdca (cca 15 min)
(Fryer a kol.,2000). Dichloroacetat bude pouZity pre udel farmakologického ovplyvnenia
metabolizmu potkanov. T4to chemicka zlugenina bude poddvana anestetizovanym potkanom
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intraven6zne v dévke 100 - 300 mg/kg niekolko minut (15 min) pred usmrtenim zvierata
(exciziou srdca) (Gahutu, 2008).

Pri projekte nepredpokladdme vyraznej$iu ujmu na zdravi experimentéalnych zvierat. Postupy
su navrhnuté tak, aby sa minimalizovalo ich utrpenie, bolest’ a strach. Zvieratd buda chované
pocas celého pokusu za Standardnych podmienok podla Nariadenia viady &.377/2012 a podla
vyhlaSky MPRV SR ¢.436/2012 Z.z.. V zmysle Klasifikdcie krutosti postupu, Oddiel I:
Kategorie krutosti a Oddiel II: Kritérid zaradenia do kategorii podl'a zakroku a manipulécie so
zvierat'om je moZné ich zaradit’ do kategorie krutosti ,, strednd krutost™.

V pokuse pouZijeme 630 laboratérnych potkanov samcov kmefia Wistar, a 90 potkanov

samcov SHR s hmotnost'ou 220-250 g.

1b) Preukazanie stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V medzinarodnych databazach a databazach medzinarodnych patentov (ECVAM, CAAT
systemic review, www.google.com, Altweb: Alternatives to Animal Testing,
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, www.patents.com, ALTBIB - Alternatives to Animal
Testing, New Technologies as Alternatives to Animal Testing) sme hl'adali alternativne
metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentdlnych zvierat. Objasnenie adaptaénych zmien
v bunkovej energetike myokardu sledujeme na izolovanych srdcovych mitochondridch a na
preparéte izolovaného perfundovaného srdca (model podFa Langendorffa). V pripade nasho
projektu nie je moZné nahradit’ animalny experiment alternativnymi met6dami.

1. Altweb: Alternatives to Animal Testing

1 odkaz nepouZiteI'ny pre nadu problematiku (http://altweb.jhsph.edu/)

2. ALTBIB — Bibliography on Alternatives to Animal Testing

8 odkazov nepouZzitelnych pre na$u problematiku (http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/search)
3. CFHS: Alternatives to Animal Testing

Ziadny odkaz pouZitel'ny pre nasu problematiku (http://cfhs.ca /research/alternatives to
animal testing/)

4. New Technologies as Alternatives to Animal Testing

Ziadny odkaz pouZitel'ny pre naSu problematiku (http://www. aboutanimaltesting
.co.uk/search.htm)

5. Alternatives to Animal Testing / Britannica Blog

Ziadny odkaz pouzitelny pre na$u problematiku
(http://www.britannica.com/blogs/2007/12/scientific-alternatives-to-animal-testing/)

6. EUSAAT — European Society for Alternatives to Animal Testing

-Ziadny-odkaz-pouZitelny-pre-nafu-problematiku-(http:/www:eusaat.org/)-—-—
7. European Centre for the Validation of Alternative Methods
Ziadny odkaz pouZiteI'ny pre na$u problematiku (http://ecvam.jrc.it/)

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym poétom experimentélnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu, bola zabezpefena reprodukovatelnost’ a validita postupu pre fyziologické a
biochemické stanovenia a ich $tatistické vyhodnotenie.

Zadsada zjemnenia (refinement)
Potkany v priebehu pokusu preZivaju stres, ktory bude minimalizovany Setrnym

zaobchddzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru aohryzovanie. Pri
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injekénej aplikacii lieSiv aj anestetika sa budd pouzivat sterilné tenké ihly a so zvieratami sa
bude Setrne a ohPaduplne zaobchddzat. Usmrtenie bude prebiehat’ bezbolestne v hibokej
celkovej anestézii, vyvolanej thiopentalom v davke 50-60 mg/kg. Postupy st navrhnuté tak,
aby sa minimalizovalo ich utrpenie, bolest’ a strach. Pogas celého postupu budu zvierata pod
dohl'adom skusenych a 3kolenych pracovnikov, ktori budii dodr¥iavat humdnne postupy
v sulade s platnymi zakonmi a nariadeniami o starostlivosti o zvierata.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: ane  nie

Bratislava, 14. 07. 2016
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Priloha II

Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.
Nazov projektu: 602 14 / 16 —224

Hypoxia ako prevencia zlyhdvania srdca potkana a jej vplyv v réznych fazach zlyhdvania:
Charakteristika funkcnych, Strukturdinych a molekuldrnych zmien.

KTI'agové slova v projekte : srdcové zlyhdvanie, intermitentné hypoxia, adaptatné zmeny,
kardioprotekcia

Ukel projektu: Zakladny vyskum. Prevencia, diagnostiky alebo liedba chor6b, poskodenia
zdravia &loveka, zvierat alebo ich tdinkov na Pudi, zvieratd. odhalovania zmeny
fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov Pudi, zvierat.

1a) Informdcie o ciel’och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte

a typoch zvierat, ktoré sa pouZijia

Budeme skimat’ molekuldrne mechanizmy uginkov intermitentnej hypoxie na rozvoj
srdcového zlyhdvania a hypertrofie. Zameriame sa aj na charakterizéciu tilohy komplexu
CaMKII-ERK a jeho vplyv na kaskady spojené so vznikom srdcového zlyhévania a vplyvu
intermitentnej hypoxie na dynamiku komplexu.

Na zvieratdch bude vykondvany jeden chirurgicky zékrok v celkovej anestézii a s primeranou
pooperacnou analgéziou. Podas celého postupu bude zviera umiestnené na vyhrievanom
operaénom stoléeku alebo podlozke, aby bola zabezpetené udrZanie normélnej telesnej
teploty. V hlbokej anestézii sa zviera intubuje a napoji na umeli plicnu ventildciu pred
otvorenim hrudnika. Miesto chirurgického zdkroku - Favd &ast hrudnika - sa ostrihd
strojéekom a oholi depilaénym krémom a vydezinfikuje betadinom. Podas chirurgického
zakroku bude zvierat'u vykonany 1 cm dlhy rez medzi Stvrtym a piatym rebrom na lavej
strane hrudnika za udelom pristupu k srdcu, na ktorom bude po uvodne;j stabilizatnej faze
navodend 60-min regiondlna ischémia okltziou Favej zostupnej vetvy korondrnej artérie. Po
ischémii bude nasledovat’ reperfiizia (uvolnenie okluzie). Nasledne budi medzirebrové svaly,
hrudné svaly a koZa v mieste otvorenia hrudnej dutiny zo§ité vstrebatelnym $icim materidlom
a rana bude op#tovne vydezinfikovani a prekrytd tzv. roztokom na krytie ran (Solutio
Novikov). Zvierat'u bude este v anestéze peroralne aplikované analgetikum (ibuprofenum v
davke 6mg/zviera/deti) a vytiahnutd intubadnd hadidka (v pripade potreby bude zvieratu

odsaty hlien z prieduSnice). Zviera bude po oetreni chirurgickej rany umiestnené do klietky s

Cistym filtraénym papierom (aby nedoglo k podrazdeniu alebo kontaminécii operagne;j rany),
ktord bude umiestnend na vyhrevnej podlozke a pozorovan€ aZz do uplného nadobudnutia
vedomia. Chirurgicky zakrok, ktory zvieratd podstipia je spojeny s 30-50% timrtnostou,
ktora je vo vddSine pripadov spdsobend pretrvavajucim vyskytom zavaZnych komorovych
arytmii vyskytujicich sa podas ischémie alebo reperfliizie. Zotavovanie zvierat po
chirurgickom zékroku je velmi dobré. Prvy defi po zakroku pozorujeme u jedincov miernu
malatnost’, pocas ktorej zvieratd mozu pocitovat kratkodoby diskomfort, ktory viak v d’alich
diioch ustiipi a nenaruduje vyznamne pohodu ani celkovy stav zvierat. Pokial’ podas 2 hodin
po zékroku pozorujeme, Ze zviera sa nezotavuje dobre, takéto zviera je usmrtené nadmernou
davkou anestetika, aby sa predislo jeho d’al§iemu utrpeniu.

Tri aZ sedem dni pred samotnym chirurgickym zakrokom bude zvieratu vykonané kontrolné
echokardiografické vySetrenie v celkovej anestéze. Nésledne bude na zvierati vykonané
echokardiografické vy3etrenie v celkovej anestéze v dobe jeden, tri a pit tyzdfiov po
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operac¢nom zakroku. Echokardiografické vySetrenie v celkovej anestéze trvé priblizne 20 min,
podas ktorych sa vyholi srst’ na hrudi elektrickym strojéekom a zvy$né ochlpenie sa odstrani
depila¢nym krémom. Nésledne prebehne samotné echokardiografické meranie.

V zavislosti od experimentélnej skupiny budt zvieratd vystavené intermitentnej hypoxii (10%
O2) 5 hodin denne, 5 dni v tyZdni po dobu 2 tyzdiiov bud’ pred samotnym chirurgickym
zakrokom alebo po chirurgickom zékroku. Intermitentnej hypoxii budti zvvieratd vystavené v
hypoxickej komore z priehladného plexiskla, v ktorej budd zvieratd umiestnené vo svojej
klietke s krmivom a vodou ad libitum a nebudi tak pocitovat izolaciu, strach ani diskomfort.

V zmysle Klasifikacie krutosti postupu, Oddiel I: Kategorie krutosti a Oddiel II: Kritéria
zaradenia do kategérii podl'a zdkroku a manipuldcie so zvieratom navrhujeme kateg6riu
krutosti postupov ,, strednui krutost’™.

Vysledky in vivo experimentov poskytnii znaéné mnoZstvo informécii o &innosti zdravého i
chorého srdca v redlnom &ase. Parametre ziskané echokardiografickymi meraniami poskytnu
vedomosti nielen o $truktire srdca (remodelacia komoér) a jeho funkeii, ale umoZnia hodnotit’
normalny a abnormélny prietok krvi srdcom. V suasnosti, vySetrenia intrakardilnej
hemodynamiky (P-V loops) a echokardiografia srdca sa povaZuju za najmodernejsie metodiky
relevantné obzvlast' v oblasti vyskumu hypertrofie srdca a srdcového zlyhavania. Ziskané
vysledky moézu prispiet’ k cielenej aktivécii adaptaénych procesov v myokarde za tidelom
spomalenia rozvoja srdcového zlyhania a potladenia negativnych vplyvov pridruZenych
komorbidit na mechanizmy vlastnej odolnosti srdca vodi pretrvavajucim dosledkom
myokardidlnej ischémie a infarktu myokardu a tym aj k objasneniu mechanizmov srdcového
zlyhavania u pacientov zat'aZenych d’al$imi komorbiditami so zvlastnym zretelom na ich vek.

V postupoch pouZijeme potkany kmefia Wistar, samce vo veku 3 a 18 mesiacov v celkovom
poCte 384 jedincov. Potkany oboch vekovych kategérii budt rozdelené do 6smich
experimentalnych skupin s podtom 24 jednincov v skupine.

1b) Preuk4zanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V  medzindrodnych databizach a databdzach medzingrodnych patentov (ECVAM,
Alternatives to Animal Testing , www.google.com, Altweb: Alternatives to Animal Testing,
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, www.patents.com, ALTBIB — Alternatives to Animal
Testing, New Technologies as Alternatives to Animal Testing,) sme hladali alternativne
metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentélnych zvierat.

Komplexnost’ srdca ako stkasti kardiovaskularneho systému neumoziiuje v nafom projekte
nahradit’ animélny model alternativnymi metddami, ktoré by nahradili podmienky v in vivo
modeloch.

1. Altweb: Alternatives to Animal Testing
8 odkazov nepouzitelnych pre nasu problematiku (http://altweb.jhsph.edu/)
2. ALTBIB - Bibliography on Alternatives to Animal Testing
25 odkazov nepouZitelnych pre na$u problematiku (http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
bin/sis/search)
3. CFHS: Alternatives to Animal Testing
Ziadny odkaz pouzitelny pre na$u problematiku (http://cths.ca /research/alternatives to
animal_testing/)
4. New Technologies as Alternatives to Animal Testing
10 odkazov nepouZitelnych pre na$u problematiku (http://www. aboutanimaltesting
.co.uk/search.htm)
5. Alternatives to Animal Testing / Britannica Blog
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Ziadny odkaz pouzite'ny pre naSu problematiku
(http://www.britannica.com/blogs/2007/12/scientific-alternatives-to-animal-testing/)
6. EUSAAT — European Society for Alternatives to Animal Testing

Ziadny odkaz pouZiteI'ny pre nau problematiku (http://www.eusaat.org/)

7. European Centre for the Validation of Alternative Methods

Ziadny odkaz pouZite'ny pre na$u problematiku (http://ecvam.jrc.it/)

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym po&tom experimentélnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu, bola zabezpeend reprodukovatelnost’ a validita postupu pre fyziologické,
biochemické a morfologické analyzy a ich $tatistické vyhodnotenie.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Potkany v priebehu pokusu prezivaju stres, ktory bude minimalizovany $etrnym
zaobchddzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru a ohryzovanie. Pri
injekénej aplikdcii anestetika sa budil pouZivat sterilné ihly a so zvieratami sa bude etrne
a ohl'aduplne zaobchadzat’. Chirurgické zakroky, echokardiografické vySetrenia a usmrtenie
bude prebiehat’ bezbolestne v hibokej celkovej anestézii, vyvolanej thiopentalom v ddvke 50-
60 mg/kg. Postupy st navrhnuté tak, aby sa minimalizovalo utrpenie, bolest’ a strach zvierat.
Pocas celého postupu budii zvieratd pod dohl'adom skiisenych a $kolenych pracovnikov, ktori
buda dodrZiavat huménne postupy vsilade splatnymi zdkonmi a nariadeniami
o starostlivosti o zvierata.

Projekt bude podliehat’ op4tovnému schvalovaniu: 4ne  nie

Bratislava, 14.07. 2016
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Priloha 4

Priloha 4: Netechnické zhrnutie projektu podla § 40 nariadenia viady - 3024 V/fé “‘584’

1-a) informécie o cieloch projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o
pocCte a typoch zvierat, ktoré sa pouzij(

1. "Zavedenie novych vedecko-vyskumnych a diagnostickych metdd uréenia evoluénych
zmien enterovirusov a ich dopad na patogenézu infekénych ochoreni” v ramci
monitoringu projektu podporeného z Finanéného mechanizmu EHP a Nérskeho
finan¢ného mechanizmu Uradu vlady SR na grant pre projekt SKO082.

2. Antivirusovd aktivita v my$acom Dicer modeli vramci projektov DEFNS -
HORIZON2020

I) Podrobné ciele projektu, o€akavané vysledky a ich vyuitie v praxi:

Projekty maju dva hlavné ciele. Prvym cielom je ziskat poznatky o antivirusovych
aktivitdch RNAI v Dicer my3acom modeli. Budeme sledovat patogenézu EV, budeme sa
snazit pochopit antivirusovd aktivitu v zmysle redukcie replikacie virusu v réznych organoch
infikovanych mysi, v zdvislosti od &asu po infekcii, histopatologickych zmien a imunitnej
odpovede a spdsob podporenia novej stratégie pre antivirusovd terapiu. Druhym cielom je
definovat model na Stidium patogenézy po viacnasobnej infekcii réznymi sérotypmi CVB.

Tato $tudia sluZi ako paralelné porovnanie viacnasobnych infekcii CV v fudske]j populicii.
Dalej budeme 3tudovat patogenézu coxsackievirusovej infekcie pri dvoch spdsoboch
infikovania (parenterdlny a peroralny). Vzhladom ktomu, ¥e v suéasnosti su k dispozicii
prevazne Udaje o priebehu infekcie po parenterdlne] aplikacii virusu, ale prirodzena cesta
infekcie enterovirusmi u ludi je alimentarna, experimenty sd zamerané na podrobné stadium
ucasti Erevného imunitného systému (GALT) na rozvoji infekcie a vzniku ochorenia. Na tudie
sa pouzivali $tandardné laboratdrne kmene virusov.

Pocet zvierat v pokuse: Prehlad o poéte zvierat pre rieSenie projektu

Poradové &slo | Cislo pokusu Druh, plemeno, Planovany za obdobie Manipulacia
chovna linia, pocet zvierat/
pohlavie poutitych trvania
pokusnych zvierat | zvierat pokusov

projektu

Projekt 1 15. Oktdber 2016 — 31, Oktdber 2018

B v e C57B6 G 48| OKEADE - NOVEMBEr-20 L6t (A [
- 2 21 C57B6Q 489 April — M&j 2017 45 dni
3 31 C57B6 dicerd 48 Oktober — November 2017 45 dni
4 4t C57B6 dicer 48 April - Md] 2018 45 dni
5 51 C57B64 48 Oktdber — November 2018 45 dni
6 6t C57B69Q 48 - September — Oktéber 2019 45 dnj
Projekt L:Celkovy podet mysi: 288
Projekt 2 1.0ktober 2016 ~ 15. December 2020
7 12 cn1, & 308 Oktéber — November 2019 45 dnf
8 22 cDid 864 Aprfl = Jin 2020 70 dni
9 32 cD1d 863 Oktober — December 2020 70 dni
Projekt 2: Celkovy podet mydi: 202 '




~_zjemnenia:

Priloha 4

11* = &islo pOkUSU projectové Lislo

Masarykova univerzita, Brno C262760157 30048/2007-1001
ENVIGO RMS SRL ++++ (=ndstupnickd organizédcia Harlanu) IT 00406 ITO046 Friuli Centrale
Ustav molekularnej genetiky AV CR v.v.i., C68378050  del15/06/1964

[I)Projekty nepredpokladaji ekonomické prinosy.

ll)Patogenéza a Sirenie sa coxsackievirusu v organizme sa neda skimat na ludskej populacii,
preto vdaka podobnosti mCAR receptoru umyé a CAR receptoru u ludi, je vedecky
uzndvanym modelovym organizmom &tudia patogenézy coxsackievirusov myé model.
Ztohto hladiska vysledky pokusu maji vyslovne vyznatnl/vyznamnd vedecko-vyskumnd
hodnotu. Vysledky budd zverejnené formou publikdcii, prezentacii na narodnych
a medzindrodnych  vedeckych  podujatiach, formou diplomovych  a dizertaénych
doktorandskych préc.

b) preukézanie stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

c} Vdaka podobnosti mCAR receptoru u myéi a CAR receptoru u fudi, modelovym
organizmom Studia patogenézy coxsackievirusov je najvhodnejiim modelom je my&i model.
Patogenéza a Sirenie sa coxsackievirusu v organizme sa ned4 skimat na fudskej populécii.
Preto planované projekty ndm pomd#u v hladani prirodzenej formy antivirusovej terapie,
zaloZenej na prirodzenych mechanizmoch imunitného systému hostitela a ako paralelné
porovnanie viacnasobnych infekeii CV v ludske] populdcii.

Analyzy projektov, pokial ide o pomer ujmy a prinosu, ukazujd, Ze ujma spbsobend zvieratam
z hladiska utrpenia, bolesti a strachu odévodnens ofakavanym vysledkom s ohladom na
eticke aspekty je v konetnom désledku prospeéna lud'om, zvieratdm alebo ¥ivotnému
prostrediu

Po zhodnoten{ literarnych zdrojov v siéasnej dostupne; vedeckej literattre zameranej
na hladanie alternativnych laboratérnych technik, navrhovany projekt pokusu plne
reSpektuje zdsadu 3 R, projekt je vstlade s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a

Replacement: Nie je zndma ndhrada poufitia zvierat vuvedenom projekte. Navrhnuty
zvieraci druh — mysi. U ludi nie je redlne mo?né sledovat patogenézu virusovych infekcif
a kinetiku deStrukcie buniek. My3aci model, vzhladom na podobnost priebehu infekcie
s ludmi vdaka pritomnosti mCAR receptoru, je vhodnym prostriedkom na $tidium ochoreni
spbsobenych coxsackievirusmi. Na su&asnom stupni vedeckého poznania neexistuje
dostatoéne validovany in vitro alternativny spdsob sledovania patogenézy virusovych
infekcii. VSetky pokusy budd vykonané podla doporuéenej a schvélene] metodiky OCED.
Refinement (zjemnenie manipuldcie so zvieratami) — Pri manipuldcii so zvieratami budeme
dodrziavat SPP/ EZ/V001-013 a SPP/IMU/V017
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Priloha 4

Reduction (obmedzenie poétu zvierat) — Predpokladany poget zvierat potrebnych na pokus je
minimalizovany na najmen&iu mo3nu mieru, aby sa viak zaruéila tatisticka validita udajov.
Akékolvek zniZenie po&tu zvierat moJe viest kzniZeniu validity a Statistickych
kalkuldcii preukaznosti pokusu a nevyhnutnosti jeho opakovania.

Bezbolestné usmrtenie zvierat, najhumannejsi spdsob je preddvkovanie anestetikom.

Eutanaziu zvierat vykondva povereny oSetrovatel v miestnosti na to uréene;j.
Eutandzia (v konkrétnych pripadoch podla pldnu pokusu) sa prevedie intraperitonedine
podanim thiopentabarbiturdtu. Bez mosnosti zotavenia: postupy, ktoré sa celé vykonavaju v
celkovej anestézii, po ktorej zviera nenadobudne vedomie, sa klasifikuji ako ,bez mo3nosti
zotavenia”. Human end point: Coxsackievirusovi infekcia nespésobuje vyrazni bolest ani
utrpenie, ani smrt (preto ich patogenéza nie je objasnena). Preto projekty konéia poslednym
diiom pozorovania po infekcii (pitvou).

2) Netechnické zhrnutie projektov je anonymné bez mena, adresy uZivatela a oséb
3) Projekt sa nemusi spatne posudit .
4) Netechnické zhrnutia projektov pre schvdlené projekty a ich aktualizicie sa uverejnia.




Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Niazov projektu: Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 3 S,Zv// a —c2f / k-8
Neurochemické a neurofyziologické vplyvy telesného cvigenia, antidepresiv a ich kombinacia

KPacové slova v projekte: dobrovolné behanie potkanov v kolie¢ku (VWR), serotonin (5-
HT), dopamin (DA), norepinefrin (NE), selektivne inhibitory spdtného vychytdvania
serotoninu (SSRI)

Ucel projektu:
Zistit, & antidepresivny a antianxiolyticky uginok, ktory vyvolava fyzickd aktivita je
sprostredkovany tymi istymi alebo inymi mechanizmami ako klasické u€inky antidepresiv.

Opisat’ ciele projektu:

Objasnenie tiginku dobrovolného behania v kolese na aktivitu neurénov produkujucich
neuropeptidy p-endorfin, oxytocin a vazopresin in vivo. Predtudovat’ uinok dobrovolného
behania v kolese na aktivitu neurénov produkujiicich monoaminy serotonin, noradrenalin
a dopamin in vivo. Objasnit' GSinok podévanych antidepresiv na aktivitu B-endorfinovych,
oxytocinovych a vazopresinovych neurénov in vivo.

Prinos z vykonaného projektu:

~Jedna sa o zékladny vyskum, ktory v dlhodobom meradle moZe byt d’alej vyuZity v klinickej
praxi. Je znédme, ¥e fyzické aktivita mé pozitivny u¢inok na ndladu a kogniciu. Taktiez bolo
nedavno zistené, e fyzické aktivita moZe mat’ aj vyrazny antidepresivny u€inok. Nakolko
tento mechanizmus este nie je objasneny, zaoberame sa jeho §tidiom. Objasnenie fungovania
tohto mechanizmu by velmi pomohlo v klinickej praxi najmé pri lie¢be depresie.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné pocty:
Laborat6rny potkan — Rattus norvegicus, samce 240 jedincov Sprague-Dawley (Velaz, Praha,
Ceska republika).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufité zvieratd vrimci vykondvania
projektu:

Zvierata az do zadatia experimentdlneho postupu nebudii vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom. Osmotické minipumpy im budi aplikované v celkovej anestézii (Narcostart), aby
sme znizili riziko bolesti a stresu. Svojou velkost'ou a umiestnenfm su prispdsobené na to,

merania budi huméanne usmrtené podanim nadmerného mnoZstva anestézie.

Predpokladana iiroveii krutosti:

Podla prilohy &.4 nariadenia vlady Slovenskej republiky &.43 6/2012 Z.z. klasifikujeme
krutost aplikécie osmotickych miniptimp na tirovni ,,slabé® a elektrofyziologické merania in
vivo na Girovni ,bez moZnosti zotavenia®. Rychlu a bezbolestnii smrt’ zabezpe¢ime zvieratdm
podanim nadmermného mnoZstva anestézie.



Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat: V projekte budu sledované vzijomné interakcie dobrovolnej fyzickej
aktivity a vplyv podévania antidepresiv na aktivitu neuropeptidy-sekretujiicich neurénov v
mozgu. Nakolko je mozog vel'mi zloZity orgén ajednotlivé neurény nie sit schopné delenia
sa, z tohto dévodu nie je moZné vykondvat’ experimentélny postup na tkanivovych kulttirach
ani alternativnych modeloch bez pouZitia zvierat.

2. Redukcia poétu zvierat: Polty zvierat sii nastavené z hPadiska reprodukovatelnosti
a validity projektu. ZniZovanie po&tu zvierat by ovplyvnilo samotni validity dosiahnutych
vysledkov. Do jednej skupiny bude zaradenych 10 jedincov. Rozdelenie je opisané v prilohe 1
(Cast' 4.). projekt bude koncipovany tak, aby sme mali jednu spolo¢mii kontrolnti skupinu
v ramci kazdej Casti experimentlneho postupu.

3. Zjemnenie: Operaéné zdkroky budii vykonavané v anestézii, zvieratdm bude poskytnuta
pooperacna starostlivost’ a prostriedky proti bolesti, ak to bude potrebné. Zjemnenie spociva
aj v umiestneni a starostlivosti o zvieratd podPa poziadaviek ustanovenych v nariadeni vlady.
Zvieratd budi pri zisteni priznakov zhor$eného zdravotného stavu z projektu vyradené
a humdnne usmrtené. Vietky invazivne zkroky budu vykondvané v anestézii. Minipumpy st
svojou velkostou prispdsobené na to, aby zvieratdim nespdsobovali bolest alebo stres
anebranili im v pohybe.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu:-4ne  nie
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Priloha €. 2
Netechnické zhrnutie projektu

W < -, . J
Nézov projektu: Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: S BZ://é ZZ%

In vivo identifikacia a charakterizdcia neuropeptidy-sekretujicich neurénov u samcov a samic
laboratérnych potkanov

KPiacové slova v projekte: oxytocin, vazopresin, B-endorfin, neuropeptid-Y, hypotalamus,
supra-optic nucleus (SON), arcuate nucleus (ARN), cholecystokinin (CCK), leptin, rozdiely
medzi pohlaviami, elektrofyziologia

Ukel projektu:

Hlavnym ciefom projektu je skumanie uloh jednotlivych neuropeptidy-sekretujucich
neurénov v tdznych fyziologickych a patologickych podmienkach, a ich rozdielov v aktivite
jednotlivych buniek u opaénych pohlavi.

Opisat’ ciele projektu:

Presktmanie funk&nych interakcii medzi neurénmi produkujicimi monoaminy a neurénmi
produkujéicimi neuropeptidy. Snaha o objasnenie rozdielov tychto interakcii medzi
jednotlivymi pohlaviami.

Prinos z vykonaného projektu:

Jedn sa o zakladny vyskum, ktory v dlhodobom meradle mdze byt’ d’alej vyuZity v klinicke;
praxi. Objasnenie fungovania jednotlivych neurénov a ich vzajomnych interakcii méZe mat
pozitivny vyznam pri diagnostike a samotnej lieCbe mnohych ochoreni (depresia, zvislost’
alebo anorexia).

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:
Laboratorny potkan — Rattus norvegicus, samce (160 ks) a samice (160 ks) Sprague-Dawley
(Velaz, Praha, Ceskd republika). Dohromady 320 jedincov za celé obdobie trvania pokusu.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vramci vykondvania
projektu:

Zvieratd a7 do zadatia experimentilneho postupu nebudd vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom. Po navodeni celkovej anestézie budi podrobené in vivo elektrofyziologickému
meraniu. Po ukondeni tohto merania buda humanne usmrtené podanim nadmerného mnoZstva

Predpokladana viroven krutosti:

Podla prilohy &.4 nariadenia vlady Slovenskej republiky ¢.436/2012 Z.z. Klasifikujeme
krutost nasich postupov na trovni ,bez moZnosti zotavenia“. Zvierata budé huménne
usmrtené podanim nadmerného mnoZstva anestetika.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat: v projekte budi sledované beta-endorfinove a neuropeptidy-
sekretujiice neurény. Nakolko sa jedna o zloZité Struktiry buniek, ktoré nie su schopné
delenia, je potrebné pracovat’ so zvieratami.



2. Redukecia poétu zvierat: polty zvierat st stanovené z hladiska reprodukovatelnosti

a validity projektu. ZniZovanie po&tov by ovplyvnilo validitu dosiahnutych vysledkov.
V jednej skupine bude zaradenych 10 zvierat.

3. Zjemnenie: experimentdlne postupy budi vykondvané v celkovej anestézii, aby
nedochadzalo k zbytoénému utrpeniu, spdsobovaniu bolesti alebo zbytoéného stresu.
Zjemnenie spoéiva aj v dodrziavani starostlivosti o zvieratd podl'a poziadaviek ustanovenych
v nariadeni vlady. Zvieratd budt v pripade zistenia zhor$enia zdravotného stavu z projektu
vyradené a humanne usmrtené.

Projekt bude podlichat’ opdtovnému schvalovaniu: ése  nie



Nazov projektu: Uloha vitaminu D a daléich markerov vo vztahu k priebehu sclerosis multiplex

Priloha¢. 4

Netechnické zhrnutie projektu

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 5 3 5’"‘2/'/(,4 ~zzAq
Klucové slova: demyelination, encephalomyelitis
Jeel projektu: zékladny vyskum

Informdcie o ciefoch projektu vratane predpokladanej uimy a prinosu, o poéte a typoch zvierat,
ktoré sa pouziju:

Ciele projektu:

Hlavnou patogenetickou ¢rtou sclerosis multiplex (SM) je abnormalna imunitnd reakcia, ktora
vznika v désledku interakcie environmentalnych a genetickych faktorov a spuéta kaskddu procesov
smerujucich k demyelinizacii, ktoré moiu byt vo vyrazne] miere ovplyvnené vitaminom D.
Experimentdlna alergickd encefalomyelitida je vieobecne akceptovanym a najviac vyuZivanym
experimentalnym zvieracim modelom SM. Ked?7e presné mechanizmy u? dokdzaného vplyvu vitaminu
D na riziko vzniku a priebeh SM nie st presne objasnené a odber tkaniv z centrdlneho nervvwvového
systému u fudf je vyrazne obmedzeny, cielom projektu je analyza mechanizmov vplyvu vitaminu D na
priebeh EAE u my3l. Ciastkovymi ciefmi projektu je charakterizcia vplyvu derivdtov vitaminu D a
daldich markerov na rozvoj a zdvainost priebehu a progresie experimentdine] alergickej
encefalomyelitidy (EAE) u mysi urenim: 1. neurologického outcome pomocou EAE skére, 2.
histologického poskodenia CNS, 3. reguldcie génovej expresie a translacie génov zodpovednych za
metabolizmus vitaminu D 4. hladin selektivnych typov mikroRNA 5. metylaéného cobrazu DNA, 6.
proteomickej analyzy v réznych oblastiach CNS, resp. cerebrospindlnom moku, 7. MRS analyzy
metabolitov v mozgovom tkanive u kontrolnych zdravych mysi, ako aj v réznych $tadiach vyvoja
patologie (relapse, remisii, podiato¢nej a chronickej faze degeneracie).

Ciefom projektu je po indukcii aoptimalizdcii modelu experimentalnej alergickej
encefalomyelitidy u C57BL/6NCrl my3i vyhodnotif vplyv derivatov vitaminu D na frekvenciu a
zdvaznost vyskytu réznych Stadif vyvoja patoldgie EAE (relaps, remisia) a na progresiu neurologického
zneschopnenia zvierat. Pre ziskanie uvedenych ciefov bud( pouiivané najnoviie molekularno-
biologické a proteomické techniky ako je real time quantitative PCR, reverse transcriptase PCR,
Western bloting, imunohistochémia a izoldcia mikrooblasti mozgu. Proteomickéd analyza sa bude
vykondvat kombindciou HPLC s MALDI TOF-TOF a bude sa uréovat proteomicky profil, resp.
verifikovat hladiny proteinov s Western blotmi. Hladiny metabolitov budd v mozgovom tkanive
merané pomocou MR spektroskopie.



Predpokladany prinos projektu:

Experimentalna autoimunitna encefalomyelitida, ako najvhodnej§i model pre $tddium fudského
ochorenia Sclerosis Multiplex (SM), je charakterizovand vznikom demyelinizovanych loZisk
v centralnom nervovom systéme (mozgu a mieche) postihnutych zvierat, v mieste poskodenia
dochddza k zmendm v zastdpeni buniek imunitného systému, zmenam bunkovych Struktir mieste
poskodenia, narudeniu rychlosti vedenia vzruchov, poskodeniu axénov a daléim procesom. Vzhiadom
k biologickym U¢inkom vitaminu D je predpokiadatelny a u? aj Ciastoene dokézany jeho vplyv na
patologické procesy prebiehajlce v centralnom nervovom systéme na Urovni orgdnove], tkanivovej,
bunkovej aj subceluldrnej, a procesy prebiehajtce v celom organizme, no presné mechanizmy jeho
pdsobenia eSte stdle nie st Uplne objasnené. Indukciou EAE u my3f a podavanim derivatov vitaminu D
chceme vo vztahu k zdvaznosti progresie EAE a neurologického poskodenia prispiet k poznaniu:

i) zmien reguldcie génovej expresie a translcie génov,

i) zmien epigeneticky riadenych procesov {metyldcia DNA, modifikécia histénov hladiny
mikroRNA) a

iii) proteinov (translatnd Uroveri a posttranslaéné modifikicie) tkanive a plazme,
regulujucich bunkovu viabilitu v cielove] étrukttre tkanive CNS

iv) ako aj endogénnych intraceluldrnych drah v koreldcii s morfologickym poskodenim
a charakterom progresie achorenia

v) metabolomické zmeny v celom organizme a v mozgovom tkanive

vi) zmeny hladin biomarkerov v telesnych tekutinach (plazma, cerebrospindlny mok)

vii) validity jednotlivych genetickych a biochemickych markerov vo vztahu k progresii EAE

a vzniku neurologického poskodenia

Vzhladom k faktu, Ze stale nie je jasné preo u niektorych pacientov so SM dochddza k relativne
benignemu priebehu ochorenia, zatial &o u inych vedie SM k rychlemu néstupu invalidity, vyuZitie
vysledkov dosiahnutych pri experimentoch na zvieracom modeli budu vyuZitelné v kombinacii s
urenim polymorfizmov génov, epigenetickych markerov, hladin mikroRNA, proteomickych profilov a
hladin jednotlivych metabolitov v mozgu v klinicky definovanych skupinach pacientov s rézne rychlou
progresiou SM pri prevencii vzniku neurodegenerativnych zmien, blize] stratifikdcii pacientov s SM a
pri predpovedani progndzy ochorenia. Ziskané vysledky by po S$tandardizacii a harmonizacii
protokolov mohli byt pouZité aj v rutinnej klinickej praxi predovsetkym v procese individudlne;
diagnostiky a predpovedania prognézy ochorenia, ale aj pri vybere vhodnych preventivnych stratégii
a terapie Sitej na mieru a monitorovani jej u¢inku. Na zaklade dosiahnutych predbeznych vysledkov
sa zameriame na sledovanie vplyvu vitaminu D na procesy, ktoré v modeloch SM u3 ukézali zmeny,

no nie su Uplne objasnené mechanizmy jeho Udinku a preto dosiahnutie vytyéenych cielov
povazujeme za redlne.

Predpokladana ujma:

Po aplikacii toxikantu sa mdZu u niektorych zvierat objavit na koZi malé chrasti¢ky, ktoré sa po
niekolkych diioch vysusia a odpadnd. Zvierata si rychlo zvyknu aj na testy, pri ktorych sa hodnoti EAE
skore, ktoré sa ¢asovo limituju tak, aby zviera nepocitovalo vyrazny diskomfort a aby sa nevy&erpalo.

Zakroky smerujlce k vyvolaniu EAE zvieratd vyrazne neovplyviiuji ani im nespdsobujd vyraznd
bolest. Po vzniku priznakov EAE sU zvieratd ovplyvnené viac, dochadza k zhorieniu zdravotného



stavu, postihnuté zvieratd prejavuju zndmky neurologického pogkodenia — predovietkym poruchy
chédze, slabost zadnych konéatin aZ ich paralyza, ktord méje vyUstit do kvadruplégie, zhoréené
pohybové schopnosti, koordindcia, strata tonusu chvosta, malatnost a znizen schopnost pohybu za
potravou. Stav sa polas priebehu chronickej relapsujicej EAE méie intermitentne zlepSovat
a zhorSovat, zriedkavo méZe vyvolané ochorenie prebiehat ako chronicka progresivna EAE, kedy sa
mdZe stav progresivne zhorSovat, no pri podani latok, ktoré s uvedené v protokole projektu je vznik
tejto formy EAE nepravdepodobny. Vo velmi ojedinelych pripadoch by mohlo déjst k Uhynu zvierata
v dosledku naruSeného prijmu potravy. V désledku vyvolania EAE je nepredpokladdame u zvierat vznik
bolesti, vynimajlc injekénu s.c. a i.p. aplikaciu ltok, ktord méze byt pre zvieratd kratkodobo mierne
bolestiva.

Pocet a druh zvierat:
V projekte pouzijeme dospelé samice mysi kmefia C57BL/6NCrl v celkovom potte 150 jedincov.

Predpokladana droven krutosti:

Ide o zvieraci model fudského ochorenia Sclerosis Multiplex s ndzvom Experimentdlna autoimunitna
encefalomyelitida (EAE), pri ktorom je pravdepodobné, e tento postup vazne naruéi pohodu alebo
celkovy stav zvierat, a teda sa klasifikuje ako , kruté”.

Preukazanie sdladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Na sledovanie vplyvu vitaminu D na poskodenie centrélneho nervového systému v désledku
autoimunitnej demyelinizécie azapalu pocas experimentdinej autoimunitnej encefalomyelitidy
neexistuje alternativna metdda, ktord by bud na izolovanych bunkovych linidch, tkanivovych
kulttrach, Ci postupoch in vitro dokonale modelovala stbor procesov a mechanizmov stvisiacich
s autoimunitnym zapalovym poskodenim centrdlneho nervového systému, ako pougitie Zivych
zvierat.

Metodické postupy v predkladanom projekte pouZivame na na%om pracovisku dlhodobo a st
pripravené tak, aby sa maximalne vylUcil strach, zbyto&na bolest a utrpenie zvierat.

Uplatfiovanie vieohecnych zdsad 3R:
Nahradenie (Replacement):

Objasnenie molekuldrnych, biochemickych, epigenetickych a daléich markerov, ktoré stvisia s
vplyvom vitaminu D na vznik a priebeh demyelinizécie, autoimunitného zépalu, funkcie imunitného
systému a hladiny jednotlivych biomarkerov v telesnych tekutindch sa neméze vykonavat
v experimentdinych podmienkach bez vyuZitia celostného pristupu, tj. na experimentdinych
zvieratach. Dévodom je vysoka komplexnost procesov, kooperacia réznych typov buniek a systémov,
ako aj celkovd odpoved organizmu na poskodzujlci podnet. Postupy st pouzitelné pri modelovani
procesov, prebiehajucich na subceluldrnej a bunkovej Grovni, no spésobujlcich zmeny vyjadrené na
drovni centralneho nervového systému, ktoré su regulované hlavne systémovo a javia sa byt rovnaké
ako u zvierat, tak aj v humannej medicine.



Hlodavtie modely autoimunitného demyelinizatného poskodenia CNS sd 7z hiadiska
fyziologie, etiopatogenézy najvhodnej&imi modelmi. V natom projekte pouZijeme najniZéi vhodny
modelovy ZivoCidny druh — my3 kmefia C57BL/6NCrl.

Znizenie (Reduction):

Postup je napldnovany tak, aby bol pouzity ¢o najmengi pocet zvierat, aby sme zabezpedili validitu
a reprodukovatelnost vysledkov. Mensi pocet zvierat by mohol ovplyvnit objektivne zhodnotenie
vysledkov celého projektu.

Zjemnenie (Refinement):

Spbsob manipuldcie so zvieratami, starostlivost o zvierata a umiestnenie zvierat pocas postupu bude
v sulade s poziadavkami uvedenymi v Nariadeni vlady SR ¢.377/2012 Z.z. a Vyhlagke Ministerstva
pbdohospodarstva a rozvoja vidieka SR ¢.436/2012 Z.z.

Zakroky smerujice k ovplyvneniu a vyvolaniu EAE, t.j. subkuténne a intraperitonedine podavanie
latok, zvieratd vyrazne neovplyviiuji ani im nespdsobuji vyrazni bolest. V désledku vyvolania EAE je
nepredpokladdme u zvoerat vznik bolesti, vynimajuc injekénd s.c. a i.p. aplikaciu latok, ktoré méze
byt pre zvieratd krdtkodobo mierne bolestivd. Po ukonéenf experimentu, pred operanym zakrokom
veducim k celkovej transkardidlnej perftzii budd zvieratd uvedené do celkovej anestézie podanim
inhalacného anestetika Sevoflurane/Isoflurane, ktor( znasaju velmi dobre,

Vyvolanie chronickej relapsujlcej EAE naruSuje pohodu resp. celkovy stav zvierat, no neskracuje
di¥ku Zivota zvierat, pretoZe zvieratd sa priblizne po mesiaci z prizankov EAE zotavuju a dochadza
k Uprave ich stavu a vymiznutiu priznakov demyelinizacie. Uhyn zvierat v désledku EAE je zriedkavy
a nepredpokladédme ho. Eventudlny Ghyn zvierat je moiny iba vdésledku vyhiadovania resp.
podvyZivenia, kedy vzniknutd va#na paralyza vietkych konéatin by mohla spdsobit obmedzeny prijem
potravy a vody. Nade predchddzajice skisenosti s modelom EAF u C57BL/6NCrl mysi viak hovoria,
Ze aj zvieratd, uktorych vznika najcastej$i motoricky priznak EAE, ktorym je paraplégia zadnych
koncatin st velmi Zivotaschopné apresuvaju sa kzdroju potravy pomocou prednych koncatin.
V pripade viditelnych taZkosti s prijmom potravy avody, hlavne v désledku paraplégie, bude zviera
presunute k zdroju potravy a vody, a ak potravu nebude prijimat samostatne, bude mu pravideine
oSetrovatefom 3 krat denne perordlne pomocou striekacky poddvana kalovitd strava pripravena
rozmixovanim potravy a jej zmie$anim s vodou. Takto postihnuté zvieratd budu umiestnené po dvoch
pre optimalizovanie maximalne]j individualnej starostlivosti a zni¥enie ich utrpenia. Klietky vietkych
zvierat su obohatené o iglu doméeky, ktoré zabezpeluju zvieratam ukryt, u takto postihnutych zvierat
v pocte jeden domcek na jedno zviera. Okrem toho obsahuju klietky vietkych zvierat papierové
valCeky, umozZiiujlice zvieratdm prechodny Ukryt, miesto na nahéfianie, prechadzanie a hranie, ktoré
zvierata vyhladdvaju. Chronickd relapsujiica EAE, ktora bude vyvolana u C57BL/6NCrl mygi v nadom
projekte, sa prejavuje akutnym vznikom priznakov, ktoré postupne asi v priebehu jedného mesiaca
odozneju a zviera sa zotavi, pricom neskdr mose déjst k daldiemu relapsu ochorenia. Chronicka
relapsujuca EAE bude rozvinutd do &tédia vzniku priznakov, charakterizujucich vznik demyelinizécie,
k omu je potrebnych 10-14 dni od za&iatku imunizacie, pre vykonanie projektu — t.j. vyhodnotenie
U€inku derivdtov vitaminu D na vznika priebeh EAE je potrebné dalsie siedovanie zvierat, v dizke
trvania 28 dni, ked' po vykonanom skérovani budd zvierata usmrtené za Ucelom odberu tkaniva
centralneho nervového systému pre dalgie analyzy. EAE skdre bude u zvierat hodnotené denne v



rannych hodindch podas 28 dni od vzniku priznakov EAE, pri¢om jedno vydetrenie EAE skére trva
priblizne 5 minGt. K vyradeniu zvierata z projektu na zdklade jeho zhor3eného zdravotného stavu
dochadza, ked' je zviera niekolko dni neschopné samostatného pohybu a aj napriek asistovanému
kfmeniu vo frekvencii 3 krt denne pomocou striekaCky naplnenej rozmixovanou stravou a vodou
zviera odmieta prijimat potravu, vyrazne stréca hmotnost a zhorSuje sa jeho celkovy stav. V pripade
bolesti, ktorl viak v priebehu EAE nepredpokladéme a neolakdvame bude zvieratam podané
subkutdnne analgetikum, MELOXICAM v davke 1-2 Hg/g, a to pri pozorovani akychkolvek z prejavov
bolesti a negativnych emdcii, ktoré sa podla najnovsich vyskumov u my3i najvyraznejiie prejavuje na
ociach ahlave ~ t.j. mimickymi prejavmi, oéné &trbina sa zuZi, zviera ,Zmuri’, faziky sa postvaju
dopredu, jemne sa zjefia, uska sa skritia ako &unkové rolky a pritlacia k hlave, oblast nosa a lic sa
vyhladi.

Spatné posudenie projektu: projekt vyfaduje spitné posudenie




