Priloha¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 nariadenia vlady 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: Modulacia trdviacich procesov u hospodarskych zvierat fytogénnymi a
minerdlnymi aditivami.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: (VEGA 2/0069/17) — 3355 / 6 —2 27
KIiéové slova v projekte: zinok, mangén, biovyuZitePnost’, medicinalne rastliny, trdvenie

Ukel projektu:

Popisany postup bude vykonany na videly zdkladného vyskumu, ktorého prinosom prispiet’ k
zniZeniu environmentalneho zat'aZenia prostredia s ciefom produkovat’ zdravé potraviny pre
&loveka. Utelom predkladaného projektu bude sledovat’ biovyuZiteI'nost’ a metabolicky osud
Zn a Mn z ich novych organickych zdrojov, ktoré sa v stidasnosti pouZivaju ako kimne aditiva
vo vyZive zvierat, ich vzdjomnd interakciu v gastrointestindlnom trakte hospodarskych
zvierat. Zaviddzanim novych organickych alebo cheldtovych foriem stopovych prvkov do
VyZivy zvierat sa méze modifikovat ich depozicia v tkanivach a produktoch Zivo&iineho
pdvodu. Pozornost’ by sa mala zamerat’ na ich interakcie v GIT, depoziciu v Zivo&isnych
tkanivach/produktoch a telovych tekutinach, celkovii retenciu a exkredné cesty tychto
mikroelementov u brojlerov a nosnic.

Ciele projektu:

Cielfom projektu bude ovplyvilovanie &revného -metabolizmu fytogénnymi a minerdlnymi
aditivami. Budeme sledovat biovyuzitePnost novych organickych zdrojov Zn aMn,
pouZivanych vo vyZive hospodarskych zvierat, vplyv na ich absorpciu z GIT, metabolizmus,
retenciu, exkréciu a depoziciu v tkanivach a produktoch hospodérskych zvierat. Viaceré $tadie
zaoberajuce sa distribuciou tychto prvkov aich depoziciou v tkanivach a produktoch
hospodarskych zvierat prijimajticich krmivo obohatené o stopové prvky zich organickych
zdrojov, su Casto kontroverzné a nejasné (Yuan a kol., 2011; Ma a kol., 2012; Gresakova a
kol., 2016). Nage vysledky z predchédzajticich projektov, kde sme sledovali metabolicky osud
Zn a Mn, ndm jasne naznadili ich vzajomné ovplyviiovanie v GIT (Gresakova a kol., 2016;
Ivanisinova a kol., 2016). Literarne tidaje z tejto oblasti st ojedinelé a netiplné. Zameriame sa

na—stedovante—dopadu aplikdcie kombindcie roznych zdrojov a davok Zn a Mn na ich
absorpciu a interakcie GIT, ich retenciu, exkré&ne ‘césty a depoziciu v tkanivach a produktov
hydiny. V porovnani s anorganickymi aditivami maju  organicko-minerdlne komplexy
pouzivané vo vyZive zvierat niekolko vyhod. Nedochddza k nefiaducim interakciim
s komponentmi diéty v gastrointestinilnom trakte, Pahko prechadzaji cez intestindlnu stenu
asi absorbované a metabolizované odli¥nym spdsobom (Mateos, 2005). Avak ako bolo
spomenuté, vedecké Stidie ohladne biovyuZitelnosti organickych aditiv-cheldtov sa
rozporuplné. V niektorych 3tudiach sa uvadza, Ze organické aditiva si ovela viac
biovyuZitel'nejsie ako tradi®ne pouZivané anorganické (Li akol., 2005; Yuan akol., 2011),
naopak iné Stidie tvrdia, Ze medzi nimi nie je Ziadny rozdiel (Mabe a kol., 2003; Venglovska
akol., 2014; Gresakova a kol., 2016). Ziskané poznatky o biovyuZitelnosti tychto stopovych
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prvkov z ich organickych zdrojov by mohli byt dalej vyuZité v praxi alebo byt podkladom
pre budici aplikovany vyskum v tejto oblasti. TaktieZ budeme sledovat’ ich vplyv na aktivitu
antioxidaénych enzymov a vybranych metaloenzymov.

V poslednych rokoch je snaha FEEDAP Panelu (EFSA, 2014) o zniZenie maximalne;j
povolenej koncentricie Zn v kompletnej kfmnej zmesi zvierat, &im by sa redukovalo
zataZenie Zivotného prostredia zinkom zo Zivoéinej vyroby aZ o 20%. Jednym z ciel'ov
predkladaného projektu je tieZ stanovit’ optimalny obsah Zn a Mn v krmivéach sucasnych
modernych plemien hospodarskych zvierat tak, aby nebolo ohrozené ich zdravie ani
uZitkovost’, €o by malo za nésledok podstatné zniZenie kontaminacie Zivotného prostredia zo
Zivodi$nej vyroby.

Dalsim cielom predkladaného projektu je tiez sledovanie uginku réznych zdrojov vybranych
stopovych prvkov v kombinécii s rastlinnymi aditfvami v krmive na morfoldgiu, metabolické
a funkéné procesy tenkého &reva aich postavenie v antioxida¢nej ochrane zvierat, o by
mohlo priniest’ nové principidlne poznatky.

Prinos z vykonaného projektu:
Prinosom tohto projektu je zvysit' rast ekologicky &istej Zivocisnej produkcie na kilogram
krmiva, ktory je zlugitelny s dobrymi Zivotnymi podmienkami zvierat a zaroveti prispieva k
zniZeniu klimatického zataZenia prostredia s cielom produkovat zdravé potraviny pre
Cloveka. Testované aditiva mdZu v budticnosti. predstavovat’ alternativa k antibiotikdm a
rastovym  stimulantom, predtym pouZivanych v Zivoéisnej vyrobe. Kombinacia
mikroelementov s prirodnymi rastlinnymi aditivami v krmive hospodéarskych zvierat by mala
pozitivne ovplyviiovat’ traviace procesy a érevnt mikrofloru, zlepdit' konverziu krmiva a
zvysit’ antioxidaénl ochranu.

Potencialne vySSia biovyuZitelnost’ stopovych prvkov z chelatovych komplexov by mohla
taktieZ prispiet’ k zniZeniu ich akumuldcie v pdde a zataenia Zivotného prostredia zo
ZivotiSnej vyroby. Stanovenie optimalneho obsah Zn a Mn v diétach hospodarskych zvierat
bez moZnych negativnych vplyvov na ich zdravie a zootechnické parametre by mohli prispiet’
k dosiahnutiu Zelaného efektu minimalizovania environment4lneho zneéistenia. Preto sa bude
sledovat” dopad aplikdcie réznych davok Zn a Mn (od 30 mg/kg krmiva a2 do ich najvyssej
povolenej koncentracie schvalenej v EU 150 mg/kg) v diétach hydiny a oviec za tdelom
optimalizdcie ich hladin v krmivéach u sigasnych modernych plemien hospodarskych zvierat
__tak, aby nebolo_ohrozené.ich.zdravie -ani.zootechnické.parametre

Ovplyviiovanie ¢revného metabolizmu medicinalnymi rastlinami a extraktmi sekundarnych
metabolitov (taninov, saponinov, silic, polyfenolov) je cielené aj na zniZovanie metanogenézy
a zlepSovanie fermentaénych parametrov. Origindlnost’ pristupu spoéiva v tom, Ze nami
vybrané lie¢ivé rastliny aich kombindcie svojim Specifickym zloZenim u&innych latok
doteraz neboli testované a publikovang.

Druhy pouZzitych zvierat a ich predbezné poéty:

Pouzitie nosnic a brojlerovych kuréiat v pripravovanom pokuse je opodstatnené, ked’ze
Jjednym z hlavnych cielov je sledovanie depozicie mikroelementov v pozivatelnych tkanivach
a produktoch Zivofifneho pdvodu (miso, vajcia). Pokusné zvieratd budu pochadzat’
zo schvalenych chovnych zariadeni.



Opiétovné pouZitie oviec v postupoch pouZijeme na sledovanie Gi&inku vybranych stopovych
prvkov v kombindcii s rastlinngmi aditivami v krmive na metabolické a funk&né procesy v
GIT preziivavcov, a pri in vitro experimentoch.

V pokusoch planujeme pouZit’ nasledovné druhy zvierat:

Kuréata nosivého typu/Nosnice: Lohmann Brown resp. Isa Brown - predbezny podet spolu:
220 jedincov.

Kuréata vykrmové/Ross 308 - predbezny podet spolu: 220 jedincov.

Ovca doméca/Zoslachtend Valaska — podet spolu: 7 kastrovanych baranov- opiitovné
pouZitie v postupe zo schvéleného pokusu (Ro- 4160/13-221)

Ovca domdca/krizenec LACAUNE x CIGAJA x SUFFOLK (62,5% : 25% : 12,5%)- podet
spolu: 1 baran- opitovné pouZitie zo schvaleného pokusu (Ro-3397/11-221/3)

Pri zohladneni v8etkych potrieb vedeckého vyskumu i predpisov stanovenych v nariadeni
vlddy 377/2012 Z.z. maximalny podet pouZitych zvierat za celé obdobie trvania projektu
(01.01.2017-31.12.2020) nepresiahne hore uvedeny pocet zvierat daného druhu, ked'Ze takéto
mnoZstvo je postatujiice na zabezpedenie zmysluplného vyhodnotenia ziskanych vysledkov.

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

Nepriaznivy vplyv na pouzité zvieratd nepredpokladame. Pokusy sui zostavené tak, aby sa
minimalizovala bolest’ alebo stres, a aby bol zabezpedeny a dodrZiavany welfare. Kuréata
budu chované v kotercoch s podstielkou z drevenych hoblin, ktord sa im denne vymiefia.
Chov nosnic bude v modemnych obohatenych klietkach, ktoré vyhovujii poZiadavkam
predpisov. EU proti tyraniu zvierat. Pre kadi nosnicu bude zabezpeeny dostatoény
podlahovy priestor aklietka bude primerane vybavena podla poétu zvierat. Klietky budi
obohatené primerane na vekovii kategériu zvierat. Bude sa dbat’ na predpisané zootechnické
podmienky ich chovu (teplota, vlhkost, reZim striedania svetla a tmy, stmievanie, plocha/vtak
a pod). Voda a krmivo budu k dispozicii ad libitum a zootechnické podmienky chovu buda
dodrziavané podl'a technologického postupu pre chov daného plemena zvierat,

Ovce budii podas experimentu ustajnené individualne v kotercoch (vy3ka 120 cm, podlahova
plocha 2,06 m?) s vyhovujlicimi rozmermi a priestorovymi podmienkami, pri dodrZiavani
prislusnych zootechnickym podmienok a budd kfmené 2 x denne pri vol'nom pristupe k vode
pocas celého pokusu. V &ase medzi experimentmi budii ovee spolo€ne ustajnené v ohradke
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hmotnosti, tak aby boli splnené minimalne priestorové podmienky. Obohatenie prostredia
bude zabezpe&ené pobytom oviec vo vonkajSom aredli prostrednictvom prenosne; ohradky
s rovnakou plochou, zabezpegenou zastre$enou plochou a dostatoénym po&tom napéjadiel.

Predpokladani iirovein krutosti:

Kategoéria krutosti u hydiny- bez mozZnosti zotavenia. Na konci pokusu budt vietky zvieratd
huménne usmrtené (podPa prilohy &. 2 k nariadeniu vlady €. 377/2012 Z.z.). Na konci pokusu
budu kuréatd anestezované i. p. zmesou xylazinu a tiopentalu pre naslednt laparotémiu (kvoli
odberom végsieho mnoZstva krvi intrakardilnou punkciou) a hned’ potom budu eutanazované
podanim letdlnej ddvky uvedenej zmesi narkotik. Navrhnuté spOsoby usmrcovania hydiny




(dekapitcia a usmrtenie nadmernou davkou anestetika) si v stlade s § 5 aprilohou & 2 NV
377/2012 Z.z.

Kategoria krutosti uoviec- vietky postupy vykondvané v rameci pokusov (prijem diét
obohatenych o medicinélne rastliny, Zn a Mn z jeho r6znych zdrojov) spadaju podla prilohy 4
k nariadeniu vlady &. 377/2012 Z.z. do kategérie krutosti postupov »slabé“, o znamena, Ze
zvieratd v ich dosledku nebudu pocitovat® Ziadnu alebo iba kratkodobu slabt bolest’, utrpenie
alebo strach. VSetci pracovnici, ktori prichadzaju do styku so zvieratami su prisluine poudeni
abudu dbat’ na huménny pristup k zvieratdm a starat sa o to, aby neboli v Ziadnej faze
pokusov vystavované zbytodnému stresu. Humanne zaobchadzanie so zvieratom pri odbere
bachorovej tekutiny bude uskutoénené pomocou vyvevy, ktora sliZi pre $etrny spdsob odberu.
V3etcl pracovnici, ktor{ prichddzajti do styku s fistulovanym baranom su prisluine pouden.
Odbery budi uskutoétiovat’ vedecki pracovnici- veterinarni lekari.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Na tento typ pokusu je potrebné pouzit zviera — hydinu. Na dosiahnutie ciel'a pokusu
neexistuje alternativna metéda bez pouzitia zvierat. Ked'¥e cielom experimentu je sledovat’
metabolizmus Zn a Mn, ich absorpciu a vz4jomnu interakciu v GIT, retenciu, exkre¢né cesty
adepoziciu v tkanivich hydiny, je nevyhnutné podavat’ zvieratdm rozne zdroje/davky
stopovych prvkov do krmiva a pokus ukonit' odberom tkaniv a celého triviaceho traktu
kuréiat. Inym spdsobom, ako tymto biologickym experimentom, sa nové poznatky
o ovplyvneni GIT organicko-mineralnymi komplexmi aich depozicii v telovych
tkanivach/organoch hydiny ziskat' nedaju, neexistuje alternativna metéda bez pouZitia odberu
materidlu zo Zivych zvierat a tento typ experimentu nie je mozné vykonat’ v podmienkach in
vitro.

Na kratkodobé in vitro fermentécie, ktoré budt zamerané na skrining medicindlnych rastlin a
naturalnych aditiv pri réznych typoch krmivovych substratoy arbznych diétach, pouZijeme
trus kastrovanych baranov.

V dlhodobejsich experimentoch zameranych na sledovanie traviacich procesov, mineralneho
a antioxidaéného statusu zvierat pouZijeme kastrované barany (opdtovne pouZitie), ktorych
krmivo bude suplementované réznymi formami a mnoZstvom Zn aMn, a ich kombindciou

srastlinnymi extraktmi. Odber krvi atrusu bude podas trvania pokusu realizovany

L
2. Redukcia poétu zvierat:

Uvadzané podty zvierat sti minimdlne mnoZstva potrebné pre preukazné zhodnotenie
sledovania stanovenych parametrov. V experimentoch na kurdatdch st nami zvolené podty
nevyhnutné z dévodu vytvorenia viacerych replikdtov s uréitym poétom zvierat, ked’ze len z
takto organizovaného experimentu je mozné ziskat' dostatoné mno¥stvo interpretovatelnych
a Statisticky preukaznych vedeckych vysledkov. Uvedend potty boli nami zvolené preto, aby
bolo moZné jednotlivé experimenty spréavne Statisticky vyhodnotit’.

KedZe pri pokusoch zameranych na sledovanie dopadu kombinacie rastlinnych extraktov
a mineralnych komplexov u 7 vykastrovanych baranov (opitovné pouitie) pouzijeme schému
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latinského Stvorca, vyrazne tak zredukujeme podty zvierat v experimentoch. Experiment bude
pozostavat' zo 4 experimentdlnych peridd, kedy podas kaZdej periédy bude kazdé zviera
prijimat’ ind diétu.

3. Zjemnenie:

V priebehu pokusu nebudi vykonavané bolestivé zakroky na zvieratdch a bude s nimi Setrne
zaobchddzané. Pocas experimentov bude ujma spdsobend zvieratdm z hladiska utrpenia,
bolesti a strachu minimélna a odévodnena vzhPadom k oakdvanym vysledkom i s ohPadom
na etické aspekty. Experiment je nastaveny tak, aby bol minimalizovany stres pouzitych
pokusnych zvierat a aby bola zabezpe&ena primerand starostlivost. Vietci pracovnici, ktori
prichadzaju do styku so zvieratami st prislusne poudeni. Odber vzoriek budi uskuto&tiovat’
veterindrni lekdri. Osoby zodpovedné za starostlivost o zvieratd sa riadia pokynmi
popisanymi v Prevadzkovom poriadku schvaleného pokusného zariadenia a st pravidelne
Skolené. Neustdle budeme dbat’ na huménny pristup k zvieratdm. Pokusné zvieratd budi
chované v takych podmienkach, ktoré unich nebudi vyvoldvat’ Ziaden stres — zohladni sa
velkost’ klietky/koterca podla veku zvierat, podet zvierat, svetelny a kifmny rezim a pod. Vo
vSeobecnosti, uvedené experimentdlne postupy nespdsobia neprimerany diskomfort
pokusnych zvierat, v podstate sa jednd o §tandardné typy pokusov (bezne pouZivané na
Spickovych vedeckych pracoviskdch) v stulade setickymi poziadavkami. V désledku
podavania rastlinnych extraktov a organicko-minerdlnych komplexov ako kimnych aditiv
nehrozi zvieratim Ziadne preddvkovanie a intoxikacia.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: nie
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Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

podla § 40 nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z. 373 5’5/% *52%/3

Nizov projektu —

Prevencia hypoxicko-ischemického poskodenia neonatdineho mozgu potkana:
testovanie novych spésobov farmakologickej a nefarmakologickej intervencie

KTiéové slova: neonatdlny mozog, novorodené potkany, hypoxicko-ischemicky inzult, farmakologické
a nefarmakologicka intervencia

Utel projektu:
Zakladny vyskum s cielom liegby chordb, poskodenia zdravia ¢loveka, pri vyvoji, vyrobe a bezpeénosti
lickov.

Ciele projektu :
Cielom postupu je testovanie novych spdsobov farmakologickej a nefarmakologickej liegby
ipsilaterdlneho hypoxicko-ischemického poskodenia neonatslneho mozgu u novorodenych potkanov.

Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladanym prinosom je overenie origindlnej hypotézy, e navrhnut4 farmakologick4 a/alebo
nefarmakologick4 intervencia zmierni stupefi poskodenia neonatalneho mozgu potkana. Poznatky ziskané
z projektu budii podkladom pre navrh a vyvoj novych liedebnych, profylaktickych a preventivnych postupov
v neonatologickej praxi.

Druh pouzitych zvierat a ich plinovany podet:

V postupe sa pouZijui potkany kmetia Wistar vo veku 7 dni v celkovom potte 432 mlad’at. Mlad’ata
budeme produkovat’ sami pomocou chovnych pérov, ktorych celkovy pocet bude 72 (183 + 54Q). Podty
zvierat si zredukované na minimum, ale tak, aby sa vysledky dali hodnoverne Statisticky vyhodnotit’ a bola
tak zabezpeena Ziaduca validita vysledkov (vid tie? Rozdelenie a pocty zvierat v Prilohe &. 1, Navrh
projektu postupov).

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

Mléd'atd sa podrobia iba miernemu chirurgickému zékroku pod celkovou izoflurdnovou anestéziou
a naslednému vystaveniu miernej hypoxii podla $tandardného experimentalneho protokolu (Rice-Vannucci
model, Brain Research Protocols 1999; 3(3):252). Samotn4 chirurgicky navodend ischémia (I) ani mierna
systémova hypoxia (H) vykonané separédtne nemajii zjavné nepriaznivé Uéinky a mléd’atd ich zna$ajii bez
evidentnej ujmy. Na druhej strane, kombinécia tychto inzultov (I+H) vyvoléva patofyziologické HI zmeny
v ipsilaterélnej hemisfére mozgu. O&akdvame, Ze planované farmakologické a nefarmakologické pristupy
budu mat’ profylakticky resp. lie¢ebny tiginok.

Predpokladana wroveii krutosti;
Mlad’ata sa budi kazdodenne handlovat, aby si zvykli na rutinnt manipulaciu experimentatorom.
Vézenie mladat predstavuje slabii krutost, jednorazové injekéna aplikdcia - slabd krutost, uvedenie do
anestéze - slabiu krutost’, neinvazivne magneticko-rezonanéné meranie v celkovej anestéze - slabi krutost’.
Chirurgicky zdkrok (okltzia a. carotis communis sip.) predstavuje strednii krutost, Siastona mozgova
ischémia - strednii krutost, vystavenie miernej hypoxii - stredni krutost.

Sulad s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia (RRR)
Nahradenie (Replacement)

V sii¢asnej dobe neexistuje validovana alternativna metéda ipsilaterdlneho hypoxicko-ischemického
inzultu neonatdlneho mozgu. Preto sa §tandardne pouziva klasicky postup (podla Rice-Vannucci) na
mléd'atach laboratérneho potkana, ktory je systematicky najnizSie postavenym druhom vhodnym pre
postidenie désledkov hypoxicko-ischemického inzultu mozgu novorodenca.

ZniZenie poctu (Reduction)

Aby vysledky testovania farmakologickej a nefarmakologickej intervencie vo& hypoxicko-
ischemickému inzultu neonatdlneho mozgu potkana mali potrebni vypovednti hodnotu, musi sa pouZif
dostatodny podet zvierat. Stanoveny podet zvierat je minimdlny potrebny pre naleZité Statistické



rozdiely.

Zjemnenie (Refinement)

Nakolko sa pri testovani farmakologicke; a nefarmakologickej intervencie vo¢i  hypoxicko-
ischemickému inzulty neonatilneho mozgu potkana Jedna o postup, pri ktorom sa sleduje zdravotny stay
mléd’at, dobra kondicia zvierat hrg délezitt tlohu. Zvieratd budg oSetrované skiisenymi pracovnikmi a budn

aplikdciach, ako aj ndslednych vySetreniach maji nizku Groveti z hladiska sposobenej bolesti a stresu; taktie
budii vykondvané skiisenymi pracovnikmsi s dlhoro&nou praxou.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schval’ovanjuy: NIE




Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu:

CENTRALNA NEUROCHEMICKA MODULACIA OBRANNYCH MECHANIZMOV DY
CHACICH CIEST

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 3516 / '76

Kruadové slova v projekte ( max 5 slov):
neuromediétory, neuromodulétory, antitusika, kaSel’, obrana dychacich ciest

Utel projektu”; Zakladny vyskum

Opisat’ ciele projektu:

Mame ambicie zistit' tlohu neurénovych populécii najmd v jadre solitirneho traktu a v
rafedlnych jadrach prediZenej miechy pri zosilnen{ a zoslabeni obrannych mechanizmov
dychacich ciest (hlavne kasla, prehitania a pod.) lokdlnym podanim neuroaktivnych latok
(neuromedidtory, neuromodulétory, antitusikd). Zistime pozitivne aj negativne efekty
simultdnne podanych dvoch aktivnych l4tok, primérne antitusik. Otestujeme fungovanie
modelu decerebrovaného neparalyzovaného zvierata pri $tidiu obrany respiraéného traktu a
odhalime rozdiely v motorickych dejoch spOsobené anestéziou a rozdielnou modalitou
stimulécii. Komplexné elektrofyziologické pokusy sa vykonajui na anestézovanych, spontdnne
dychajicich experimentilnych zvieratach (macka, kralik) a na decerebrovanom modeli
macky. Motorické reflexné deje sa vyvolaju primérne mechanickou stimuldciou dychacich
ciest. Monitorované a analyzované budg najmi respirané parametre a &asovo-intenzitné
charakteristiky reflexnych odpoveds. '

Ciele:

1) preskimat’ excitaéno-inhibiéné a synaptické¢  vlastnosti neurénovych populdcii
predovietkym v oblastiach jadra solitirneho traktu a rafedlnych jadier prediZene; miechy
zapojenych do reguldcie obrannych reflexnych odpovedi respiraéného traktu a dychania so
zameranim na ich tlohu v zvy3enej a zniZenej regulacii tychto dejov

2) preStudovat’ funkéné interakcie dvoch latok (neuromedidtorov, neuromoduldtorov)

~.aktivnych. v centrélnej..regulécii- reflexnej-odpovede, najma-antitusik- pri-kasli;~podanych
sucasne, zistit' ich efektivnost a vedlajiie GCinky pri inhibicii ¢ zosilneni odpovedi z
respiraéného traktu

3) otestovat’ model decerebrovaného zvierata na $tadium autonomnej reguldcie kagla,
prehitania, kychania a d’al§ich motorickych dejov z respiraéného traktu bez vplyvu anestetik
(s plnou funkciou neur6novych C vlékien), Specifikovat’ centrélne rozdiely v regulcii tychto
dejov, ked’ st vyvolané stimulmi rozliénej modality (kael indukovany mechanicky vs.
chemicky)

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, Fudstvo, zvierats)
Na§ projekt plynule nadvéizuje na poznatky ziskané pocas rieSenia predchadzajtcich ako aj
studasnych grantov.



Méame ambiciu docielit’ podstatny pokrok v chdpani regulécie obrany dychacich ciest so
zameranim sa na funkcie oblasti NTS a rafedlnych jadier prediienej miechy, na vyznam
neuronovych populdcii v tychto oblastiach a na GABA-ergn1 inhibiciu. Taktie sa pokiisime
priradit’ zistené funkéné zmeny k &innosti neurénovych typov. Otestujeme pozitivne aj
negativne u¢inky kombindcie centralne podanych a centralne ulinkujucich latok — liegiv,
ktoré ovplyviiujui reflexné odpovede z respiraéného traktu s prioritou centrilne antitusiké a
latky bezne medicinsky pouZivané.

Predpokladdme uréit' efekt celkovej anestézie na Studované deje zavedenim modelu
decerebrovaného zvierata bez efektov celkovej anestézie. Vyvolanie motorickych odpovedi
rozliénym typom podnetov méZe odhalit’ podstatné rozdiely v ich centralnej regulacii (napr.
kasla vyvolaného mechanicky a drazdidlami). Vysledky budu zdkladom pre klinické $tudie na
modul4ciu a manaZovanie obrany a ochrany respiraéného traktu.

Pri jednotlivych cieloch sa zameriame najmé na nasledujtice otdzky a ulohy:

Ad1)

- vymedzit tlohu §truktar NTS pri kagli, prehitani a d’alsich motorickych dejoch

- zistit’ efekt narudenej glutamét-ergnej neurotransmisie v NTS na kagel’, prehitanie atd’.

- vymedzit’ ilohu aktivnej inhibicie v NTS a rafealnych jadrach pri kagli, kychani, prehitani a
d’al$ich motorickych dejoch

- pokusit’ sa uréit’ neur6nové populdcie v NTS a rafedlnych jadrach zodpovedné za
pozorované efekty

- opisat’ efekt kodeinu a opioidného mechanizmu v NTS na reflexné deje najmé kagel’

- vymedzit’ moZnt tlohu NTS v patolégii zosilnenej a zoslabenej obrany dychacich ciest
Ad2)

- otestovat’ uCinnost’ a udinok 2 simultanne podanych centralnych antitusik, primarne
kombinacie baklofén a kodein, kodein a dextrometorfan, dextrometorfan a baklofén

Ad 3)

- ngjst’ optimdlne anestetikum s minimalnym zbytkovym téinkom na $tudované deje a
optiméalny postup decerebracie

- preStudovat’ rozdiely v dychani a indukovanych reflexnych dejoch na decerebrovanom
modeli voti zvieratu v celkovej anestézii

- preStudovat’ rozdiely v kasli indukovanom mechanicky, aplikdciou kyslych roztokov &i

_..aerosOlov a kapsaicinom na decerebrovanom modeli— -

Modifikovanie preparacii ~mid-colliculdrnej a totdlnej decerebracie na testovanie
mechanicky aj chemicky vyvolaného kasla by umoZnilo $pecifikovat rozdiely medzi
»mechanickym® a ,, chemickym® ka§Pom. Tento model je néroénej$i na monitorovanie, aviak
nakol’ko su Struktiry vy$tie od mozgového kmetia odstranené Je plne aktivovana autonémna
reguldcia a priebeh experimentu nie je ovplyvilovany poéetnymi faktormi napr. nocicepciou.

Predpokladdme, Ze validovany decerebrovany neanestézovany a neparalyzovany model je
vyhodny pre eliminovanie tlmivych efektov anestetik na funkciu C vlakien pri vzniku
amodulécii motorickych dejov. To umo#ni ich porovnanie v exaktne definovanych
podmienkach stimul4cie (napr. porovnanie s bdelymi a anestézovanymi zvieratami a mozné
rozli§enie modulécie ka3l'a a inych dejov autonémnou a regulaciou z vy$§ich centier mozgu).



_vykonévat’ u mordiat

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné pocty:
Kralik doméci — 40 ks
Macka domaca — 70 ks

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

Uvedené postupy buda vykonané v celkovej anestézii, pri¢om budi monitorované vSetky
parametre (teplota zvierata, polet dychov, tlak krvi, saturdcia krvi kyslikom) pre
minimalizovanie nepriaznivych vplyvov podas projektu.

Predpokladand uroven krutosti:
Anestézované jedince — bez moZnosti zotavenia

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zdbdvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdovodnenie preco sa nem6Ze pouzit’ alternativna
met6da bez pouzitia zvierat)

Projekt nie je moZné vykonat’ bez pouZitia zvierat. Uvedeny projekt nie je moZné nahradit
simulaénym systémom, pretoZe zatial vhodny simulaény systém nahradzujiici variabilitu a
jedine¢nost’ Zivého systému neexistuje.

Komplexné neurénové funkcie a odpovede organizmu sa daju v sadasnosti $tudovat’ len na
Zivom jedincovi alebo obmedzene s pouzitim modelovych a simulagnych technik. Pogitadové
modelovanie je viak zavislé od experimentdlnych dat. Obidve tieto metody budn pouZité
vnaSom projekte. Pre komplexné reflexné odpovede z respiraéného traktu (prakticky je
zapojeny cely organizmus) nie su metddy préce sizolovanym orgénom, tkanivom, &
jednotlivou bunkou bez zahrnutia celého individua aplikovatel'né.

Macka doméica a kralik doméci st vhodné laboratérne zvieratd, ktoré sa vyuZivaju v
experimentalnych $tadiach obrannych reflexov dychacich ciest. Predovsetkym behavioréalne a
centralne mechanizmy tychto dejov su najlepdie preskimané u uvedenych druhov a
predstavujii najlep$iu variantu pre transldciu vysledkov na €loveka. Velkost’ matky a kralika
umoziluje také experimentélne postupy, ktoré nie je moZné spolahlivo v nagich podmienkach

Pocitaové modelovanie bude uplatnené tak pri plénovani pokusov (predikcia), ako aj pri
interpretécii a uplatnen{ ziskanych vysledkov (validdcia a spresnenie modelov).

2. Redukceia poétu zvierat:

(Zdbvodnenie pouZitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pou%il minimalny moZny podet zvierat)

Na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme iba nevyhnutne velky subor experimentslnych
zvierat cca 25 (max. 30) zvierat/rok, pretoZe sa predpoklada Ze jedincovi uskuto&nime viac
ako jeden experimentilny protokol. Takyto pocet je nutny pre existujicu biologicku
variabilitu, ktord by v pripade pouzitia niZ&ieho po¢tu pokusnych zvierat mohla viest’
k nespravnym a nejednoznaénym vysledkom. Uvedend metodika redukuje podet pokusnych



zvierat. Jednotlivé postupy na anestézovanych zvieratach budu vykonané na najniZ$om podte
jedincov tak, aby bol vysledok pokusu Statisticky hodnotitelny a data ziskané z pokusu
relevantné. NaSe dlhorodné skuisenosti potvrdzuji minimélny podet jedincov v jednej sérii 6
az 8 jedincov. ZvySenu efektivnost’ ako aj minimalizovanie nutného poctu jedincov v projekte
dosiahneme: 1) vykonanim viacerych protokolov na jednom zvierati, v poradi od
najjednoduchsieho (najmene; invazivneho) po najzloZitej$f, 2) vyuZitim pocitac¢ového
modelovania v postupoch a v planovani, kde je to aplikovatel’né.

3. Zjemnenie:

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

Macka je druh mnoho desat’roéi vyuZivany v neurologickom vyskume, odolny, dobre
monitorovatelny. Je dostdpné znatné mnoZstvo dat o neurénovych funkcisch pri dychani,
adaptatnych respiratnych odpovediach, ale aj pri kasli, kychani, prehitani atd’. Vsetky
predpokladané skiimané deje st u macky vyvolatelné a dobre opisané.

Krdlik je druh v porovnani smadkou menej odolny aaj taziie monitorovatelny.
TaktieZ je dostupné mnoZstvo dat potrebnych pre predmet nasho vyskumu, najmi o
neurénovych funkeidch pri dychani a kasli. Vietky skiimané deje st vyvolatel'né, najmi reflex
kychania. Existujii rozdiely v centralnej regulécii voéi macke. '

Pre jedince pouZité v terminilnom pokuse sa minimalizuje stres ich sediciou a
enestézovanim priamo vo zverinei. Pred podanim anestetika sa zvieratd premedikuji podanim
diazepamu, rovnako ako pacienti pred operaciou, &o zabezpe¢i hlad$i priebeh tvodu do
anestézy a minimalizuje stres, ku ktorému by mohlo dochadzat pocas podavania anestetika
intraperitonedlne. Uplatiiuju sa vietky postupy na optimalny monitoring funkcii a parametrov
jedinca. Po ukondeni tejto Casti pokusu st zvieratd huménne usmrtend predavkovanim
anestetika.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: &no @




Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Uginok STAT1 a ISG15 inhibitorov na biochemické a morfologické
parametre pri experimentainom infarkte myokardu

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: (registratné &islo projektu) ~& 55’5?/45 "’224

Kracové slova v projekte ( max 5 slov):
infarkt myokardu, STAT1, ISG15, NF kB, ischemicko-reperflizne pogkodenie

Ugel projektu: Zakladny vyskum

Opisat’ ciele projektu: ~

Ciefom projektu je experimentalne - ligaciou lavej koronarnej artérie vyvolat infarkt myokardu
uWKY potkanov za Gdelom zistenia biochemickych a morfologickych G&inkov inhibitorov
STAT1 a ISG15 ako aj ich vplyv na velkost' infarktu po nasledne] reperfuzii. Konkrétne,
nasim cielom je:

1) Objasnit mechanizmy, ktoré vedu k redukaii apoptoézy po ischemicko-reperflznom
poskodeni po STEMI revaskularizaci a k zvySeniu  kardioprotektivnej autofagie
- prostrednictvom blokady STAT1 a ISG15.

2) Hodnotit' a porovnat' zmeny uvedenych parametrov v pripade podania inhibitorov pred a
po experimentalne vyvolanom infarkte myokardu.

3) Skumat asociaciu medzi meranymi parametrami a markermi IM a molekularnymi
mechanizmami zahrnutymi v patogenéze srdcového zlyhania.

Patofyziologické zmeny postidime na molekulovej, funkénej a morfologickej Grovni.

Prinos z vykonaného projektu

Vplyv blokady STAT1 a ISG15 na krvny tlak a $truktiru organov po experimentalnom 1M
budeme sledovat u dospelych, 12-tyzdfov starych WKY potkanov, ktoré rozdelime do
6smych skupin. :

Originalita a inovéacia tohto projektu pozostdva v pouziti inhibitorov STAT1 a 1SG15 a
sledovaniu ich U¢inku na myokard Po experimentalnom infarkte myokardu. Podfa nasich
vedomosti, nie je doposial' publikovana ziadna praca, ktora by v tomto pripade popisovala
ucinok podavania STAT1 a ISG15 inhibitorov po experimentalne vyvolanom infarkte
myokardu. V pripade Uspesnych experimentov sa Crta nova cesta, kiora moze prispiet k
lieCbe reperfizneho poskodenia po infarkte myokardu a zarovefi k zmenseniu velkosti
poSkodenej oblasti na strukturalnej Urovni. Originalita projektu spoéiva vo zvyseni
kardioprotektivnej autofagie pri infarkte myokardu, ktora méze zabranit' toxicite vyvolanej
degradaciou proteinovych &truktdr. Zachovanie funkénosti éo najvacsej oblasti myoakardu je
najddlezitejSou podmienkou prezitia pri IM.

Druhy pouzitych zvierat aich predbeiné poity: POTKAN LABORATORNY (rattus
norvegicus) linia WKY 137 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyviujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania
projektu:

Chirurgicky zakrok v celkovej anestéze a s primeranou analgézou moze byt spojeny
s miernou pooperaénou bolestou a celkovou nepohodou.

Predpokladana trover krutosti: stredna krutost’



Uplathovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Vedeckym oddévodnenim pouzitia zvierat na experiment je, Ze sU to Zijlce organizmy
poskytujice interaktivny a dynamicky systém, s ktorym sa da manipulovat za UG&elom
zistenia mechanizmu normalnych funkcii ako aj mechanizmu pri réznych patologickych
ochoreniach. Vysledkom je lepsie pochopenie Zivého organizmu a tak poznatky mézu byt
Ciastoéne zov8eobecnené na iné druhy, vratane ¢loveka, smerujtic k vyvoju ucinnych terapii
a lepSej metodicke] diagnostike v skorych §tadiach ochorenia. Zvieracie modely su zvyCajne
vo v8etkych oblastiach biomedicinskeho vyskumu a vyrazne sa podiefaji na lekarskom
VYVGoiji.

Pre sledovanie nami vyty&enych cielov nie je mozné pouzit poéitadovy model zvierata a
najvhodnej§im modelom je laboratorny potkan. V projekte sme zvolili normotenzivny
kmen Wistar Kyoto potkanov, ktory bude pochadzat' z ndsho chovného zariadenia, pripadne
bude zakupeny zo schvaleného chovného zariadenia.

2. Redukcia poétu zvierat:

V planovanom experimente je zabezpeleny ¢o najniz§i podet experimentalnych zvierat na
zaklade analyzy Statistickej sily. Kedze projekt je zamerany na experimentalne vyvolany
infarkt myokardu a literarne udaje o torakotémii uvadzaju 60% Uspesnost prezitia, planovany
pocet zvierat sme navysili o dané percento. Pokial je to mozné, spajame vyhodnotenie
parametrov so spolupracujucimi laboratériami, aby sme dosiahli &o najvacsi pocet vysledkov
pre Statistickt analyzu pri ¢o najmengom podte experimentalnych zvierat.

Po humannom usmrteni zvierat sa odoberie maximalne mnosstvo vzoriek na sledovanie
fyziologickych, biochemickych a morfologickych parametrov. Je zabezpedena spolupraca
medzi laboratériami (ako v ramci UNPF SAV, tak aj s inymi laboratdériami), aby sa v rdmci
experimentov jednotlivych laboratérii dalo pouzit &o najvacsie mnozstvo spolognych
experimentalnych zvierat.

3. Zjemnenie:

Zvieratd budd chované v modernom, oficidlne schvalenom zariadeni s maximalnym
komfortom. Budd pod stalou kontrolou zmluvného veterinarneho lekara. Osoby, ktoré budu
manipulovat so zvieratami maju viacrodné skisenosti. Vaetci su drzitelmi platného
osvedcenia o absolvovani akreditovaného vydelavacieho programu.

U zvierat bude vykonany chirugicky zakrok v celkove] anestéze. Po zakroku budu zvieram
podavané analgetika na zmiernenie pooperacnej bolesti a diskomfortu (podrobny postup vid
navrh projektu).

Zvierata budl usmrtené podanim letalnej davky anestetika.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu:  nie




NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU - 3619 /é PZZ4

Nazov projektu: Vplyv ultra malych superparamagnetickych nanocastic Zeleza na kardiovaskularny
systém potkana v podmienkach vysokého krvného taku

Kracové slova: nanocastice, reguldcia krvného tlaku, stres, antioxidanty, vapnikoveé kanaly
Ucel projektu: zakladny biomedicinsky vyskum

Ciel projektu

Ciefom projektu je zistit, ¢i akatny stres a chronicky zvyseny krvny tlak mézu 1) zvysit prestup ultra
malych superparamagnetické nanogastic na baze oxidov Zeleza (USPIONSs) do buniek cievnej steny
asrdca, 2) & USPIONs mézu modifikovat funkciu kardiovaskularneho systému, vratane zmien v
regulacii krvného tlaku, funkcie srdca aciev, a tie? indukovat metabolicke poruchy, oxida¢né
poskodenie a zmeny v pomere Fe?t a Fe3* v srdci a cievach, 3) po opakovanom podani prestupovat
do mozgu a ovplyvnit spravanie, ako aj 4) vySetrit moZnosti prevencie oxida¢ného poskodenia
indikovaného USPIONs pomocou  pomocou vybranych antioxidantov, napr.: prirodnej latky
epikatechin. '

Prinos projektu

Ziskane vysledky prispeju k lepgiemu pochopeniu Gginkov USPIONs na regulaciu krvného tlaku a
kardiovaskularny a centralny nervovy systém v podmienkach akltneho stresu a chronicky zvy$eného
krvného tlaku, a tiez k prevencii pripadnych rizik vyplyvajlcich z akttneho a opakovaného pouzitia
USPIONSs ako nosicov pri cielenom transporte lie¢iv alebo kontrastnych latok.

Druh pouZitych zvierat a ich predbezny poéet
Druh: Potkan laboratorny (Rattus norvegicus),
kmen Wistar-Kyoto, n=120

Sponténne hypertenzny potkan (SHR), n=120

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania projektu
Potkanom bude implantovany katéter do karotickej artérie na meranie krvného tlaku a druhy katéter do
jugularnej vény sliZiaci na podavanie latok. Katétre a podavané latky mézu spdsobit diskomfort.
Aplikovany bude kratky stresogénny podnet vo forme max. 10s s pridu vzduchu do vrchnej ¢asti hlavy
zo vzdialenosti cca 5-8 cm, ktory je bezbolestny, ale vyvolava akutnu zmenu krvného tlaku.

Predpokladana Groven krutosti:

rutinna starostlivost a vazenie - slaba krutost

meranie krvného tlaku na chvoste - slaba krutost'

implantacia katétrov — stredna krutost'

akltne podanie sledovanych latok i.v. v anestézii — bez moznosti zotavenia
akutne podanie sledovanych latok i.v. u bdiacich jedincov (3x v priebehu 6 hodin) - stredna krutost'
opakovaneé podanie sledovanych latok i.v. u bdiacich jedincov (3.dni, 1x denne). - stredna krutost:

akltny stres (air-jet), max. 3x - stredna krutost
test otvoreného pola - slaba krutost'

test vo vyvySenom plusovom bludisku - slaba krutost

usmrcovanie zvierat v |. etape, v anesézii - bez moznosti zotavenia

usmrcovanie zvierat v |l. a lll. etape, po uvedeni do bezvedomia sa vykona dekapitacia - slaba
krutost'.

Doklad o overovani v registroch medzinarodne overenych a uznanych alternativhych metéd

V stilade s § 12 Nariadenim vlady SR €.377/2012 sme vykonali overovanie v registroch medzinarodne
overenych a uznavanych alternativnych metod, &i k planovanému pokusu neexistuju alternativne
metody, pri ktorych nemusi byt pouzité zviera. Nakolko krvny tlak je pritomny iba u zivych zvierat, nie
Je v st¢asnosti mozné vysetrovat vplyvy exogénnych faktorov na regulaciu krvného tlaku bez ich
pouZitia. Na pouzité metody v pripravovanom experimente neboli najdené ziadne alternativne metody,
ktoré by sa dali uskutoénit' bez pouZitia experimentalneho zvierata. Vyhladavalo sa najprv pomocou



vyhladavata www.googlescholar.com (ktory vyhladava vo vSetkych dostupnych textoch a databazach
na internete, vratane $pecifickych databaz) a hradali vysledky pre nasledovné frazy:

1) alternativne metddy zistovania funkcie endotelu a srdca (alternative methods for determination of
endothelial and heart function)

2) alternativne metédy vySetrovania regulécie krvného tlaku (alternative methods for determination of
blood pressure regulation)

3) alternativne metody stresu u potkanov (alternative methods of stress in rats)

Ani vyhladavanie uvedenych fraz v $pecifickych databazach

www.pubmed.com , http://www.iaapea.com, http://ecvam.jrc.ec.europa.eu/. https://www.nal.usda.gov,
http://iccvam.niehs.nih.gov/

nenaslo hladané alternativy (print screen su uvedené v prilohe Vyhladavanie).

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat
V biomedicinskom vyskume, rovnako teda aj vyskume regulaénych mechanizmov uplatfiujdcich sa
v reguiacii krvného tlaku je zatial pouzitie laboratérneho potkana nevyhnutné a nenahraditelné.
Dokumentuje to Cast Doklad o overovan! v registroch medzindrodne overenych a uznanych
alternativnych metéd. Pre sledovanie nami vytyCenych ciefov neméme ini moznost ako pouzit
laboratornych potkanov.

2. Redukcia poétu zvierat:

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

3. Zjemnenie:

Bolestivost' chirurgickych zakrokov (zavedenie katétrov) bude eliminovana anestéziou s pouzitim
izofluranu (3,5%) a predopera&nou analgéziou meloxicamom (2 mg/kg). Po skonéeni experimentu
budu zvieratd huménne utratené: najskdr sa vystavia oxidu uhligitému v uzavretej nddobe az do straty
vedomia; v hibokom bezvedomi budl nasledne dekapitovane.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: nie




Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Neuronalna plasticita u spevavcov

. . — ¢ _
Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: Hb G W e

KPucové slova v projekte ( max 5 slov): striatum, MRI, neurogenéza, spev, spravanie

Utel projektu”: Zakladny vyskum

Translacny alebo aplikovany vyskum

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

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alsicho pouZivania
v postupoch

Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

® Zistit, &i variabilita piesne sivisi s mierou neurogenézy a s rychlostou obnovy bazalnych ganglii (BG)
po poskodenti.

*  Sledovat vplyv manipuldcie neurogenézy na regeneraciu mozgu a sprévanie.

e Preskimat  schopnost’ samic diskriminovat’ zmeny vokélneho prejavu samcov s poskodenymi BG.

o Urtit Casove a priestorové zmeny v mozgu podas regeneracie BG a axonalneho spojenia zo striata do
talamu.

Urtit’ schopnost’ regeneracie mozgového spojenia zo striata do talamu. Zistit, & je tato regenerdcia
nevyhnutna pre vznik koktania u jedincov s pogkodenym striatom.

e Stanovit’ Casovy mechanizmus génovej aktivacie a prez{vanie novovzniknutych neurénov pocas
regeneracie BG

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

Zvysena neurogenéza v ddsledku lézie bola zistena u cicavcov aj u vtakov. U cicaveov viak
obnova striata po poskodeni predstavuje maximaélne 0,2-1 % v zavislosti na type poskodenych
neurénov, zatial’ €o podla nasich vysledkov je obnova Area X v striate spevavcov takmer uplna.
Nahradzovanie stratenych alebo nefunkénych neurénov novymi ma potencial v medicine. Preto



Stadium mechanizmov tejto obnovy u spevaveov moze byt’ prinosom pri hladanf stratégii mozne;
obnovy mozgu po poskoden.

V projekte dalej zistime, &i akedy sa nové neurény sa zapoja do neurondlnych okruhov
sprostredkujicich spev, kedy je obnovena draha z Area X do talamu a tie? kedy je obnovena
genova expresia v motorickej drahe. Na modeli spevavcov ur¢ime, ¢i nové neurdny navodzujii
zmeny v piesni, ktorymi st napriklad zmenena rychlost spevu a zvySen€ opakovanie niektorych
slabik pripominajice koktanie.

Nemene;j doleZitou siiast'ou tohoto projektu je sledovanie regeneracie mozgu po poskodeni
prostrednictvom MRI. Technika in vivo zobrazovania magnetickej rezonancie MRI poskytuje
vel'mi cenné a kvalitné anatomické a $trukturalne informacie v Zivych systémoch. V zavislosti od
zvolenych parametrov nastavenych pri meran{ dokdze MRI zviditePnit' r6zne vlastnosti meraného
tkaniva, napriklad $truktiru orgénov, v nafom pripade mozgu, na zéklade réznych vlastnosti
vody v fiom obsiahnutej (T1 a T2 vaZené obrazy), perflziu a difiziu tekutin (perfizne a difizne
vazené obrazy — PWI a DWI), spojenie nervovych drah (traktografia) a mnohé iné. Dal3ou
vyhodou magnetickej rezonancie je jej neinvazivna povaha. To umoZiiuje opakované merania v
Case na tom istom jedincovi, &o predstavuje novti dimenziu $tudia neurogenézy, ktora sa vyvija v
dlhom ¢asovom intervale. Velky prinos predstavuje vyskum magnetickej rezonancie in vivo na
zvieracich modeloch, pretoZe umoZtiuje rozne opakované merania, a tym dava moZnost’ sledovat’
vyvoj namodelovaného patologického stavu (v naSom pripade lézie vytvorenej pomocou
neurotoxinu) ako aj G¢inky zvolenej terapie. UZ len samotni monost kontinualnej kontroly
obnovy mozgu predstavuje prinos z hl'adiska technického (Jednoznaéné uréenie polohy a velkosti
Iézie od zadiatku experimentu) aj etického (menSie mnoZstvo pouZitych jedincov). NavysSe v
spojeni s behaviordlnou analyzou umoZnia tieto vysledky potvrdit’ alebo vyvratit hypotézu o
funkcii novych neurénov v regenerovanej Area X spevavcov pre kontrolu plynulého vokalneho
prejavu.

Dal3im prinosom projektu je, Ze uréime fyziologickd relevantnost zmien v speve po poskodeni
striata spevavcov. Zistime, ¢ samice vedia odligit a preferuja niektory typ piesne, & uz pred
alebo po poskodeni striata. Zistime tiez, &i Je ich vyber ovplyvneny spevom otca.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné pocty:

zebriCka Cervenozobd (Taeniopygia guttata), 57 samcov a 45 samic, ztoho 15 samic bude
sliZit’ len na indukovanie spevu a nebudi experimentalne ovplyvnens;
36 samcov pestinky japonskej (Lonchura striata domestica).

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

Nepriaznivy vplyv na zvieratd by mohla mat’ operacia alebo umely spanok po¢as MRI merani,
aj ked’ podla nadej skusenosti sa zebrigky po operacii zotavujli pomerne rychlo a niektoré jedince
zalnu spievat’ uz po par hodinach od operacie, &o Je prejavom ich komfortu.

Predpokladan4 troveii krutosti:

Operdcie a MRI budd vykondvané v celkovej anestéze, po kiorej zviera nadobudne vedomie.
Podéavanie BrdU bude i.m. a blokétor mitézy bude podavany prostednictvom kanyly do mozgu.
Tieto postupy sa klasifikuji ako ,slabé“ alebo »stredné®. Transkardilna perfazia sa klasifikuje



ako ,bez moZnosti zotavenia®. Dlhodobé umiestnenie samcov vo zvukotesnych boxoch
s pritomnostou samicky 2 dni za tyZdet klasifikujeme ako ,stredne kruté.

Uplatiiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

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

Metéda MRI umoziiuje kontinualne sledovanie lézie alebo obnovy mozgu u toho istého
zvierat'a, a teda ich pocet je v porovnani s pouZitim len histologickych metdd znagne redukovany.
Navrhované polty zvierat zohladiiuji moZnd variabilitu vo vysledkoch a tieZ umoziuji
Statistické vyhodnotenie.

KedZe pokus je primarne zamerany na sledovanie obnovy striatilnej Casti mozgu po
poskodeni s perspektivou vystupu na &loveka, nie je mozné realizovat pokus na bunkovych
kultGrach, pretoze u tychto sa mozog nevyskytuje. Alternativne nahradenie vtadieho modelu
niz8imi stavovcami alebo cicavcami tiez nie je moZné, nakolko zvySend miera neurogenézy
a obnova striata u tychto modelov nebola doteraz pozorovan.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukeia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil miniméalny mozny podet zvierat)

PoCty zvierat si minimalizované na najmensiu moZnt hranicu, aby mali ziskané Gdaje
akeeptovatelnt vypovednti hodnotu a bolo moZné ¥tatisticky ich vyhodnotit.

3. Zjemnenie:

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

Zebricka Cervenozobd a v poslednych rokoch aj pestinka japonskd sa vyhodné pri §tadiu
naucenej vokélnej komunikécie kvdli velkosti, rychlemu dospievaniu a rozmnoZovaniu v zajati,
typu naucenej piesne, atieZ kvoli tomu, Ze si unich vyborne popisané mozgové okruhy
kontrolujice spev. Ich pouZitie v experimentoch je preto jasnou vyhodou v porovnani s pouZitim
inych druhov uéiacich sa vokalne komunikovat, ako st velryby alebo papagéje (hlodavce tito
schopnost” nemajt). Zvieratd podas samotného pokusu nebudii vystavené stradaniu a utrpeniu.
Vodu a potravu budti mat’ k dispozicii ad libitum. Bud( chované v Standardnych podmienkach.
Pocas operdcie budi uspaté zmesou kyslika a izofluranu, ktory umoziuje rychlejsie prebudenie



po operacii a aj lepSiu rekonvalescenciu neZ iné anestetika. Pocas operacie bude pouzita vyhrevna
podloZka udrZujlica konStantnui teplotu zvierata v anestéze. Po operacii budil jedinci umiestneni
na par hodin pod infracervené svetlo, ktoré umozni rychlejdiu rekonvalescenciu. Pred
poSkodenim koZe na hlave pouZijeme Mesocain gél, pomocou ktorého méZeme zniZit’ celkovi
davku inhala¢ného anestetika. Pred transkardidlnou perfiiziou bude zvieratdm podana letdlna
davka izoflurdnu alebo tiopentalu, ¢im sa minimalizuje ich utrpenie na najniZ$iu moZnu mieru.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: 4dno  nie



Netechnické zhrnutic projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR &.377/2012 Z.z.

Nazov projektu: Farmakologické ovplyvnenie obrannych mechanizmov dychacich ciest,
zépalu a remodeldcie derivaumi flavonolov v podmienkach experimentalnej alergickej astmy.

KPudové slova: alergickd astma, flavonoly, morin, kinematika cilif, ovalbumin, moréata,
glykokonjugaty

Ukel projektu: Zakladny biomedicinsky vyskum - 36 A 7 /2{ —22 4

Ciel’ projektu: HlPadanie novych zdrojov latok v liebe alergickej astmy je opodstatnené
zvySujicou sa prevalenciou uvedeného ochorenia v populdcii. Su¢asna farmakoterapia je
zalozend na podavani latok s bronchodilataénym uc¢inkom tzv. uvolfovadov a ldtok
s protizdpalovym pdsobenim tzv. kontroldrov astmy. Pri¢om kombinovany protizapalovy aj
bronchodilatany efekt maji len antagonisty leukotriénov ateofylin. KaZdd skupina
antiastmatik ma svoje limitacie pouzitia bud’ v samotnom mechanizme posobenia alebo vyskyte
neziaducich u¢inkov. Z uvedeného dovodu je potrebné sa orientovat’ na latky s komplexnym
antiastmatickym pdsobenim, ktoré st schopné ovplyvnit obranné mechanizmy, alergicky zapal
a zaroven aj remodeldciu dychacich ciest. Z uvedeného dévodu je ciel’ nasej experimentalne;
prdce zamerany na selekciu novych typov latok zo skupiny polyfenolov, uktorych sa
zameriame mna vySetrenic vsetkych spominanych farmakodynamickych vlastnosti
v podmienkach experimentalnej alergickej astmy. Naj§tudovanej§im derivatom zo skupiny
polyfenolov s protizépalovym pdsobenim je v sticasnosti flavonol quercetin. Problémom
sledovania ¢inku quercetinu je vSak jeho nizka biologicka dostupnost’ a na dosiahnutie ti¢inku
je nutné pouzit’ vysoké davky.

Prinos projektu: Projekt prinesie nové informacie o terapeutickych moznostiach pri lie¢be
astmy. V naSich experimentoch budu sledované viaceré derivaty zo skupiny flavonolov- morin,
fisetin a kaemferol, u ktorych boli v predchadzajucich experimentalnych pracach prezentované
pozitivne tucinky na aktivitu imunitnych buniek pocas alergického zépalu. V naSich
experimentoch zhodnotime komplexne uéinky sledovanych flavonolov po ich akdtnom aj
dlhodobom podani na citlivost” kas§la, bronchokonstrikcie, kinematiku cilif respira¢ného traktu,
zapal aremodelaciu v podmienkach experimentalnej alergicke] astmy. PriCom na overenie
ucinku sledovanych flavonolov bude pouzita Siroké paleta metodik. Z obrannych mechanizmov
dychacich ciest bude hodnoteny vplyv na bronchokonstrikciu metddou in vitro aj in vivo,
citlivost’ kaSl'ového reflexu metodou in vivo u bdelého zvierat'a. Zaujimavou Cast'ou projektu
je sledovania kinematiky cilii riasinkového epitelu dychacich ciest origindlnou ,.brushing
metddou™ a snimanim pohybu cilif vysokorychlostnou kamerou. Protizdpalovy efekt lie¢by
bude potvrdeny pomocou stanovenia buniek imunitného systému a zapalovych cytokinov
typickych pre alergicky zapal. Remodelacia dychacich ciest bude po dlhodobej lie¢be overena
histologickymi aimunohistochemickymi vySetreniami. Komplexy polyfenolickych latok
s rastlinnymi polysacharidmi preukézali v naSich predchadzajicich experimentoch vynikajice
uéinky na citlivost’ obrannych mechanizmov a alergicky zapal dychacich ciest. V posledne;j
¢ast1 projektu sa pokusime vyselektovat’ najucinnejsi derivat zo skupiny flavonolov schopny
thmit’ kasel’, bronchokonstrikciu, alergicky zapal, znizovat’ remodelaciu a micrne stimulovat’
pohyb cilif. U vyselektovaného derivatu bude pripraveny konjugat s rastlinnym
polysacharidom, kde sa predpokladd zlepSenie farmakokinetickych vlastnosti a d’alich
sledovanych tG¢inkov v podmienkach alergickej astmy.



Druh pouZitych zvierat aich poéet: Charakter postupov neddva moznost dosiahnut
pozadovany. reprodukovatelny a validny vysledok inou dostupnou metédou bez pouZitia
zvieral. Na uvedené postupy pouZzijeme outbredné morcatd kmen TRIK muzského pohlavia
zbavené patogénov s hmotnostou 200-350 g v celkovom pocte 368 jedincov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v riamei vykondvania
projektu: 320 zvierat bude senzitizovanych, ¢o znamena opakovand injeként a inhalaénu
aplikaciu ovalbuminu. Injekénd aplikacia alergénu moéze sposobit’ kratkodobu (30 s) strednu
bolest’. Pri inhalaénom podani budi denne kratkodobo (I min) umiestnené v celotelovom
bodypletyzmografe. Obmedzenie pohyblivosti méZze pdsobit’ ako stresogénny podnet. Pri
vySetreni reaktivily a ka$Fového reflexu budi zvieratd tieZ umicstnené v bodypletyzmografe.
Celkovd doba trvania vySetrenia kasl'a a reaktivity in vivo nepresiahne 10 min, pri¢om 136
zvierat v projekte je vystavenych 2 takymto vySetreniam s odstupom 4 hodin a 184 zvierat iba
raz. VSetky aktivity suvisiace s postupmi budeme vykondvat’ v stlade s platnymi zdkonmi a
nariadeniami ako aj medzinarodne zavedenymi osvedéenymi metodami v starostlivosti o
laboratorne zvieratd, aby sme zabezpedili humdnne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami.
Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizdcii projekiu pouzivame dlhodobo a vel'mi sa
osvedCili v rdmci ricdenia predchddzajicich vedecko-vyskumnych uloh. Vysledky ziskané
tymito metédami boli publikované mnoZstvom prac a prezentované na mnohych odbornych
forach nielen doma ale aj v zahrani¢i. 7 hl'adiska dodrziavania zasad préce so zvieratami neboli
voCi nim vznesené Ziadne namietky ¢ uZ na odbornych férach vramci diskusii alebo
v oponentskych posudkoch publikovanych ¢lankov. Postupy s pripravené tak, aby sa
maximalne vylucil strach. zbytoéna bolest” a utrpenie zvierat a aby boli zvieratd vyuzité
humanne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov prispievajucich k tiéelnej
farmakoterapii.

Uplatnenie zasad 3R:

Nahradenie — v experimentoch pouZijeme na sledovanie zmien reaktivity dychacich ciest a na
sledovanic kinetiky cilii respira¢ného epitelu metédu in vitro. Na rozdiel od metédy in vivo
sledujeme reaktivitu preparadtov hladkych svalov dychacich ciest a frekvenciu kmitania cilif na
preparatoch pripravenych zo zvierata usmrteného humannym spdsobom a nevystavujeme tak
zviera priamemu poésobeniu latok a bronchokonstrikénych mediatorov. Okrem toho nam tito
metoéda umozni pripravit’ viac prepardtov tak z trachey, ¢im bude mozné pouzit’ menej zvierat.

Znizenie - na ziskanic platnych vysledkov pouzijeme len 8 zvierat v kazdej skupine, o
povazujeme za optimdlny pocet tak zhladiska reprodukovatelnosti ako aj ziskania
nevyhnutnych tdajov a objektivne hodnotitelnych vysledkov. Mensi podet zvierat by mohol
sposobit’ vyraznejSie pdsobenic interindividudlnych rozdielov s moZnostou spochybnenia
objektivnosti vysledkov.

Zjemnenie (Refinement) — metddu in vitro povaZujeme pri tomto type postupu za vhodna
ztoho dovodu, Ze zviera nevystavujeme priamo posobeniu sledovanych latok a mediatorov,
ktoré by mohli spdsobit’ zvierat'u za uréitych podmienok dyskomfort. Vietky aktivity stivisiace
s postupnui budeme vykondvat v silade s platnymi zdkonmi a nariadeniami ako aj
medzindrodne zavedenymi osvedéenymi metodami v starostlivosti o laboratérne zvieratd, aby
sme zabezpeCili humanne a zodpovedné zaobchdadzanie so zvieratami. Metodické postupy,
ktoré pouzijeme pri realizacii projekiu pouzivame dlhodobo a velmi sa osvedéili v ramei
rieSenia predchddzajucich vedecko-vyskumnych tloh. Vysledky ziskané tymito metdédami boli
publikované mnoZstvom prac a prezentované na mnohych odbornych férach nielen doma ale



aj v zahrani¢i. 7 hladiska dodrziavania zdsad prace so zvieratami ncboli voéi nim vznesené
ziadne namietky ¢i uZ na odbornych férach v ramei diskusif alebo v oponentskych posudkoch
publikovanych ¢ldnkov. Postupy st pripravené tak, aby sa maximalne vylugil strach, zbytoéna
bolest’ a utrpenie zvierat a aby boli zvieratd vyuZité humanne a zodpovedne na ziskanie novych
vedeckych poznatkov prispievajucich k tgelnej farmakoterapii.

Klasifikdcia krutosti postupov podl’a prilohy &. 4 nariadenia vlady:

Kontrolné nesenzitizované a experimentélne nesenzitizované skupiny zvierat (pocet: 6 skupin,
48 zvierat) nebudu vystavené aplikdcii injekeif, iba peroralnemu, resp. inhalaénému podanie
latok — navrhovana slaba krutost’.

Ostatné skupiny zvierat (celkovy pocet: 320 zvierat) budu vystavené opakovanému injekénému
podaniu ovalbuminu (i.p. a s.c) — navrhovand stredna krutost’.

Projekt nevyZaduje spitné posiidenie (podla Nariadenia viady SR ¢. 377/2012 Z.2.).



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu:
Antimikrobialna déinnost Elektro-chemicky aktivovanej vody na modeli bakteridlnej

keratitidy u kralikov

> ) 0,
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:jy‘/ﬁﬁ//é{ -2276

Klticové slova v projekte ( max 5 slov):
Zapaly rohovky, kréliky, antibakteridlny ucinok

Ucel projektu™: v zéujme dosiahnutia ktoréhokolvek 7 cielov uvedenych v pismene b) pri vyvoji,
vyrobe alebo testovani kvality, G&innosti a bezpeénosti liekov, potravin, krmiv a inych latok alebo
vyrobkov,

Ciele projektu a prinos z vykonaného projektu:
Zapal oka patri medzi najéastejdie sa vyskytujice ochorenia postihujuce oko a

pomocné organy oka. Zapaly oénych spojoviek konjuktivitidy vznikaju najCastejsie
preniknutim a zanesenim mikroorganizmov (baktérie, virusy, plesne, parazity atd.) do
spojovkového vaku. Choroboplodné zarodky sa v spojovkovom vaku rozmnodia a takto
vyvolaju zapalovd reakciu na spojovkach. Tento typ konjuktivitidy sa zvylajne lieéi
antibiotickymi onymi kvapkami alebo mastami. Pri nedostato&nej resp. nespravnej liecbe
ochorenie méze prejst hibie s vyvojom keratitidy.

Aj ked' si dostupné lieky, je nevyhnutné $tudovat daléie moZnosti lie¢by, a to najmi v
pripade zavaZnych rekurentnych ochoreni. Takouto kandidatnou latkou jei,Elektrochemicky
aktivovana voda“(EAW), pripravovana originalnou patentovanou technoldgiou firmy AZAD so
zamerom terapeutického vyuZitia.. U¢&innymi zlozkami EAW je HOCI/NaClO (pH 6-7,8).

KedZe nie st dostupné in vitro metddy, ktoré by poskytovali rediny a komplexny obraz
vietkych interakcii medzi infekénym agens a hostitelom v procese vyvolania ochorenia, je
nevyhnutné v rdmci predklinického testovania poufit zvieraci model. Velmi vela l4tok
ucinnych in vitro neboli efektivne v podmienkach in vivo. Potvrdenie efektu in vivo je preto
vsulade s EU legislativou (ICH Topic M 3 (R2) CPMP/ICH/286/95 Non-Clinical Safety Studies
for the Conduct of Human Clinical Trials and Marketing Authorization for Pharmaceuticals)
podmienkou pre podanie Ziadosti o prvé podanie &loveku.

NajCastejSim modelom pre $tadium bakteridlnej keratitidy je Novozélandsky kralik.
Zvieratam je po anestézie do rohovky (intrastroméine) aplikovany infekény agens. Rohovka
je injikovand malym objemom suspenzie mikroorganizmov. Néasledne sa sleduju Gcinky
testovanej latky.

Vin vitro experimentoch sme testovali antimikrobidlnu aktivitu pripravku Elektro chemicky
aktivovana voda na zbierkovych a klinickych kmefioch. Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze
Elektro chemicky aktivovana voda by sa mohla pouZivat na lietbu mikrobidlnych infekcii oka.



Cielom tejto predklinickej studie je otestovat terapeuticky udinok Elektro-chemicky
aktivovanej vody v liecbe keratitidy vyvolanej in vivo na zvieracom modeli.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné pocty:
Novozélandsky biely krélik, samci alebo samice -20 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Planované experimenty: Aplikdcia skisaného lieCiva patri do kategorie ,slabé” krutosti
postupov, kedZe bude aplikovana lokdine po jednej kvapke (45 nl) do spojivkového vaku.
Intramuskularne podanie anestézie je tieZz neinvazivny zdsah do organizmu. Jediny
invazivnejsi zakrok, ktory zvierata podstupia je navodenie infekcie - intrastromalna aplikécia,
tento Ukon bude robeny v anestézii aviak a preto by tento Ukon nemal Ziadnym zdvainym
sposobom zhorsit zdravotny stav zvierat apreto je klasifikovany do kategdrie krutosti
postupov ,slabé”,

Ani v jednom 5tadiu pokusu nebudd mat zvieratda obmedzeny pohyb, ani cbmedzeny prisun
potravy a vody. Zvierata budd umiestnené v klietkach (1 ks v jednej klietke) oznacované
budu individudlnymi zaznamovymi kartami. Na konci experimentov budu zvieratd humanne
usmrtené.

Predpokladana droven krutosti:
Vychadzajuc z klasifikacie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykonavat na zvieratach
v planovanych pokusoch zaradujeme do kategérie ,slabé”.

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdZe pouZit alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)

Infekéné ochorenia oci nezahffiaju iba bakteridlnu kolonizaciu a faktory virulencie, ale tiez

odpoved’ organizmu na patogén. Tato interakcia medzi baktériami a hostitelom je dévodom
nevyhnutnosti pouZitia zvieracich modelov pre Stidium ocnych infekcii aich efektivnej
lieby a prave preto sa v tomto pripade nedd ,,in vivo” nahradit bunkovymi kultdrami.

Podla zoznamu registra alternativnych metdd z European Centre for the Validation of
Alternative Methods:
https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/@ @search?SearchableText=keratitistmodel
testovanie Ucinku ako sucast predklinického hodnotenia nie je mozZné bez modelového
systému a je nevyhnutné pouzit vhodny zvieraci model. V tomto pripade je moZné pouZit
kralika.

2. Redukcia poctu zvierat:

Pre Statistickd reprodukovatelnost vysledkov a na zéklade nasich dlhoro¢nych skisenosti je
potrebné, aby kaZda vySetrovand skupina obsahovala 5 ks krélikov. Planovany pocet zvierat
(20 ks) je konecny a zahfria vSetky variacie postupov.

Zakladny (minimalny) dizajn postupov: Budeme mat Styri zikladné skupiny krélikov: 1)
kraliky infikované kmenom Pseudomonas aeruginosa, 2) kraliky infikované aliedené
testovanou latkou Elektro-chemicky aktivovanou vodou, 3) kraliky infikované a lie¢ené




referencnym produktom UNIFLOX a 4) skupinu kontrolnych, neinfikovanych krélikov, ktorym
bude aplikovana testovani latka. KaZda skupina bude zlozena z 5 krélikov.

3. Zjemnenie;

KaZdodennu starostlivost o zvieratd vpokusoch bude vykonavat Ekoleny personal -
pracovnici pokusného zariadenia.

Vychadzajuc z klasifikdcie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykondavat na zvieratach
v planovanych pokusoch zaradujeme do kategérie ,slabé”:

Navodenie infekcie zaradujeme do kategérie krutosti postupov ,slabé”, ked%e kraliky budu
infikované intrastromdlne v anestézii. Aplikacia skiSaného liediva patri tie? do kategdrie
»Slabé” krutosti postupov, kedZe bude aplikovand lokalne po jednej kvapke (45 pl) do
spojivkového vaku. Intramuskuldrne podanie anestézie je tie? neinvazivny zasah do
organizmu. Spomenutym invazivnym a neinvazivnym postupom sa pre Uspedné splnenie
cielov navrhovanej Stddie neda vyhnut, ale st minimalizované na najniZ&iu moznu mieru tak,
aby zvierata neutrpeli Ziadnu zdravotnd, fyzickd ani psychicki ujmu a preto je klasifikovany
do kategorie krutosti postupov ,slabé”.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ano  nie
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Nazov projektu:

.VYplyv  prenatalncho  a perinatdlncho  pdsobenia endokrinnych  disruptorov  na
neurobehavioralnu charakteristiku takto ovplyvneného potomstva potkana laboratorneho*

. A .
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: \{)’7/7/ ¢ /-//{ - 4?2,//
//

Klticové slova v projekte (max 5 slov):

endokrinné  disruptory, pre- a perinatdlne pdsobenie, neurobehaviordlna charakteristika
potomstva, autizmus, potkan laboratorny

Uéel projektu:

Zékladny vyskum

a) informacie o ciel'och projektu vratane predpokiadanej ujmy a prinosu, o poéte a typoch
zvierat, ktoré sa pouziju

Ciel projektu:

- sledovat’ wvplyv pre- a perinatdlneho vystavenia endokrinnym  disruptorom
reprezentovanym zmesou troch v prostredi sa najéastejsie vyskytujucich ftalatov na
neurobehavioralnu charakteristiku (so zretel'om na neurobehavioralne zmeny suvisiace
s autizmom) takto ovplyvneného potomstva potkana laboratorneho.

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

Endokrinné disruptory (ED) st exogénne latky, ktoré Géinkujt ako hormény a narusaju
{yziologické funkcie endogénnych horménov. Tieto latky sa len z malej ¢asti nachadzaju
v prirode prirodzene. Velkd vécsina je produkovana Tudskou &innostou. Medzi tieto latky
patria aj flaldty. vyuzivané ako plastifikatory pri vyrobe polyvinylchloridu, ktory sa vo velkom
vyuZiva v stavebnictve, potravinarstve aj zdravotnictve. V beZnom Zivote sa s nimi &lovek
stretdva pri konzumaécii jedla a ndpojov, pri pouZivani prostriedkov osobnej hygieny. Ku
kontaktu s nimi vSak moze prichddzat’ uz v rannom detstve - pri hre s plastovymi hrackami,
resp. prostrednictvom matky este v ¢ase pred narodenim. Viaceré epidemiologické stidie
poukazuji na skutotnost’, Ze expozicia tehotnych Zien tymto litkam a nasledna vyssia gestadnd
koncentracia ich metabolitov koreluje s vyskytom oneskoreného mentalnecho a fyzického
vyvinu, abnormélneho spravania a neurodegenerativnych ochoreni.

V stcasnosti sa oraz Castejsie dostava do popredia otdzka existencie moZného vztahu
medzi ftalétmi a autizmom. Spojitost’ medzi pésobenim ED v prenatalnom obdobi a vyskytom
autizmu v postnatdlnom obdobi je viak z etickych ddvodov mozné testovat’ iba na animalnych
modeloch. Preto sme sa v nasom projekte sustredili na vyskum vplyvu pre- a perinatdlneho
pdsobenia ED reprezentovanych trojicou najéastejsie sa v prostredi vyskytujtcich flalatov na
neurobehaviordlnu  charakteristiku takto ovplyvneného potomstva na modeli potkana
laboratorneho.
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Ocakavame, ze v désledku adaptdcie na zimenené intrauterinné podmienky pride u takto
ovplyvneného potomstva k ,,preprogramovaniu®, ¢oho déslednom budu aj neurobehavioralne
zmeny suvisiace s vyskytom autistického spektra. O¢akavame, z¢ ED ovplyvnené potomstvo
bude vykazovat' odchylky v neuromotorickom, senzorickom a reflexnom vyvine, d’alej zniZzenu
sociabilitu, komunika¢ny deficit a prejavia sa u neho aj prvky repetitivneho spravania, zmeny
v emocionalite, ako aj prvky anxicte a depresii podobného spravania. Taktic oéakavame uréité
zmeny v motorike resp. explora¢nom spravani. Olakdvame tieZ, Ze bude vykazovat Zmeny vo
vybranych newrotransmiteroch a ich receptoroch a tie v systéme neurondlnej inhibicie, ktoré
budu pripominat’ zmeny zdokumentované u autistickej populécic a ticz u animalnych modelov
autizmu. Ked'Ze ED narugaju fyziologické funkcie endogénnych horménov o¢akavame, Ze nimi
prenatalne ovplyvnené potomstvo bude vykazovatl skratenie anogenitalnej vzdialenosti, ako aj
zvySenu hodnotu pomeru druh¢ho a $tvitého prsta - indikdtormi ktoré odrazaji mieru
prenatalneho vystavenia testosterénu .

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:

V projekte planujeme pouzit’ potkany laboratérne (Ratfus norvegicus) kmea Wistar,
pricom rodicovsku generdciu bude tvorit’ 7 kontrolnych (K)a 7 endokrinnymi disruptormi
pocas gravidity a tesne po pérode ovplyvnenych (ED) samic a 7 samcov. Ich potomstvo bude
optimalizované na 8 mlad’at (4 samice a 4 samce)/vrh. Celkovo teda planujeme pracovat s 56
Ka 56 ED mladatami.

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

Pri realizdcii pozorovani sprdvania v domdcom prostredi a tiez pri realizacii
behavioralnych testov s vyraznejSou ujmou na zéklade skisenosti nepocitame, ked'ze vo
vSetkych pripadoch péjde o neinvazivne metodické pristupy. Za neinvazivne tie? povazujeme
meranie vybranych morfometrickych parametrov. Co sa tyka odberu biolo gickych vzoriek bude
realizovany az po huméannom usmrteni zvierat dekapitéciou v celkove] anestézii vyvolanej
inhalaciou izofluranu. Navrhované postupy su z hladiska krutosti zaradované do kategorie
slabé® aiba v dvoch pripadoch do kategérie ,stredné®, pricom v oboch pripadoch budn
zvieratd vystavené tomuto postupu iba kratkodobo, po dobu 5-10 min.

Predpokladana trover krutosti:

VSetky nami realizované pozorovania, behaviordlne testy, ako aj metodické pristupy
umoznujuce meranie vybranych morfometrickych parametrov spadaju z h'adiska krutosti do
kategorie slabé/stredné (vid® tabulka).

Postup Stupen krutosti
individudlne znacenie pomocou koZu-neiritujticeho | slaby
znackovacieho pera/fixky

parenie slaby

vaginalne vytery slaby

‘aplikdcie zmesi ftalatov gravidnym matkam slaby

vazenie a manipuldcia so zvieratami slaby
monitorovanie otvarania o¢{ slaby
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monitorovanie odliepania usnic , slaby |
monitorovanic otvaranie usného kanéla slaby
monitorovanie zostupovania semenikov slaby
monitorovanie otvarania vaginalneho ltmenu a osrstenia slaby
monitorovanie schopnosti negativnej geotaxie slaby
monitorovanie schopnosti prevratenia sa z chrbta na brugko slaby
monitorovanie schopnosti dynamického rightingu slaby
monitorovanie sily tichopu prednych konéatin slaby
' monitorovanie akustického prelaknutia slaby
| monitorovanie schopnosti olfaktorickej orientacie slaby
priame pozorovanie mlad’at v domdcom prostredi slaby
test parovej interakcie slaby

stanovenie zmien v emocionalite na zdklade mimickych | stredny
vyrazovych prostriedkov (tzv. RGS skére)

test otvoren¢ho pol'a slaby
test vyvySeného bludiska tvaru plus slaby
test nuteného plavania stredny
test preferencie sachardzy slaby
stanovenie pomeru druhého a Stvrtého prsta slaby
meranie anogenitalnej vzdialenosti slaby

dekapitacia v celkovej anestézii vyvolanej inhaldciou izoflurdnu | bez moZnosti zotavenia

b) preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Uplatfovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat (Replacement; Zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie
preco sa nembZe pouzit alternativna metdda bez pouZitia zvierat)

KedZe projekt je primarne zamerany na sledovanie s autistickym spektrom suvisiacich
newrobehaviordlnych zmien vyvolanych pre- a perinatdlnym vystavenim ED s perspektivou
vystupu uplatnenia poznatkov u &loveka, nie je mozné projekt realizovat’ na bunkovych
kultirach, kioré Studium mechanizmov tychto zmien neumoZiuju. Alternativna néhrada
modelu potkana niz8imi stavoveami taktieZ nie je moZna, nakolko v odbornej biomedicinske;]
literatiire venujticej sa skiimanej problematike je potkan pouzivany ako akceptovatel'na ndhrada
pri fyziologickom a behavioralnom testovani s akceptovanou extrapolciou nameranych tdajov
na ¢loveka.

Pri vyskume nami prezentovaného charakteru nie je moZné ani absolitne a ani &iastoéné
nahradenie zvolenej skupiny/druhu laboratémeho zvierata. Nemozno ho realizovat ani na
bunkovych kultirach a ani za vyuZitia po&itadovej simuldcie. TaktieZ, v fiom nemoZno pouzit’
iny, systematicky niZ$ie postaveny druh zvierata.

Pri tomto druhu vyskumu je (vzhladom na fyziologické parametre) uvedeny model
najlepSou alternativou ndhrady humanneho modelu.

2. Redukcia poctu zvierat (Reduction; Zdévodnenie pougitia uréeného poctu zvierat, akym
spbsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho, e sa pouZil minimalny mozny podet
zvierat)
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Cely projekt je zamerany na nahradzovanie a obmedzenic poétu zvierat pouzitych v
experimentoch. Pocty zvierat st minimalizované na najmensiu moZnt hranicu tak, aby ziskané
udaje mohli byt’ Statisticky spracované a mali seriéznu vypovedna hodnotu.

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

Zvieratd nebudl pocas realizdcie postupov vystavené stradaniu ani utrpeniu. Vodu
a potravu budu mat’ k dispozicii ad libitum. Budu chované v §tandardnych podmienkach.
Vyuzité metodické pristupy budu neinvazivne a k odberu biologickych vzorick pride az po
huménnom usmrteni zvierat na konci projektu. Utrpenic zvierat bude minimalizované
dodrziavanim kazdej z piatich slobdd uvadzanych pri definicii z4sad wellare zvierat.

Projekt bude podliehat opidtovnému schvalovaniu: ano  nie
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