PRILOHA 2

Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu: Imunomodulaény a protinadorovy U&inok probiotickych baktérii rodu

Lactobacillus v kolorektalnej karcinogenéze
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: éﬂé‘g /& ’*52/4

Kracové slova v projekte ( max 5 slov): probiotika, Lactobacillus, kolorektalna karcinogenéza,

imunomodulacia
Uéel projektu": Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Slovensko je jednou zpiatich krajin sveta s najvy$8ou incidenciou a mortalitou
kolorektalneho karcinému. Diéta zapadného typu, charakteristicka vysokym prijmom &erveného
a spracovaného mdésa a nizkym prijmom ovocia, zeleniny a vlakniny vyznamne nardsa
bakterialnu rovnovahu é&revného mikroprostredia v prospech patogénnych druhov baktérii,
ktorych toxické a mutagénne metabolity poskodzuju prirodzent bariérovii funkciu vystelky Ereva.
Modulécia &revnej mikroflory prévidelnou konzumaciou probiotickych baktérii sa ukazuje ako
jedna zfinanéne nendroénych a U¢innych moznosti prevencie kolorektalineho karcinému.
Ciefom projektu je S$tidium vlastnosti kombinacie Siestich kmefiov druhu Lactobacillus
plantarum a Lactobacillus salivarius vo forme nového probiotického pripravku s potencialnym
vyuzitim na fermentaciu potravin v huménnej vyzive. Vin vivo modeli chemicky indukovane;j
karcinogenézy kolorekta bude otestovany preventivny efekt probiotika, vyhodnoteny bude
nadorovy rast, parametre imunitnej odpovede v krvi, nadorovom tkanive a vybrané biochemické

ukazovatele.

Prinos z vykonaného_projektu:

Baktérie mlietneho kvasenia sa vyskytuji vo fermentovanych vyrobkoch a funkénych
potravinach, napr. jogurtoch, syroch, kvasenej zelenine, rybach a cerealnych vyrobkoch, ale su
dostupné aj ako potravinové dopinky. Mechanizmy ug&inku probiotik v kolorektalnej
karcinogenéze v sUCasnosti nie si dostatotne preskimané a vyrazne zavisia od pouzitého
druhu resp. kmefa probiotickych baktérii, z Eoho vyplyva nevyhnutnost detailného testovania
probiotickych pripravkov. Prinosom predkiadaného projektu je testovanie novo vyvinutej
kombinacie probiotickych kmefiov, ktora by mohla byt v budtcnosti vyuzitelna na fermentaciu
potravin v Sirokom meradle, o by mohlo prispief k prevencii nadorov kolorekta.

Druhy pouzZitych zvierat a ich predbezné poéty:



laboratorne potkany, kmeri Sprague-Dawley, spolu 188 zvierat
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonéavania projektu:
BezZnu manipulaciu so zvieratami vratane vaZenia je mozné zaradit nanajvys do slabého stupnia
krutosti, zvieratd si na manipulaéné techniky rychlo privykaju. Peroréina aplikacia probiotika
nema na zvieratd dlhodobej$i nepriaznivy vplyv. Opakované injekéné  podanie
chemokarcinogénu vyvolava iba kratkodoby diskomfort, kedze v postupe budu pouzité
inzulinové striekacky s tenkou ihlou. Tieto dva postupy preto mozno zaradit do kategérie
poskodenia traviaceho traktu — napr. hnagky, krvacanie, Ubytok hmotnosti, ktoré budd ihned
riesené v spolupraci so zmluvnym veterindrnym lekarom. Tieto stavy mézu byt spojené
s bolestivostou, preto ich moZno zaradit' do kategérie krutej krutosti.
Predpokladana troveri krutosti:
1. Stupen krutosti: slaby |

- vaZenie zvierat
2. Stuper krutosti: stredny

- opakovana s.c. alebo i.p. aplikacia chemokarcinogénu

- opakovaneé p.o. podavanie laktobacilov
3. Stupen krutosti: kruty

- rast kolorektalnych nadorov
Uplatfnovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat
Nahradenie experimentalnych zvierat nie je moZné vzhfadom na charakter experimentu.
Imunitnd odpoved organizmu na vznik nadoru je mozné skumat len v podmienkach in vivo, za
Ucasti dalich kltUcovych reguladnych systémov — nervového a hormonalneho. Laboratorny
potkan je fylogeneticky najniz§im drunom vhodnym pre takyto typ experimentov. Chemicky
indukované néadory kolorekta umnohych kmefiov mysi sa vyznaéuju nizSou incidenciou

a dlhSou latenénou dobou, preto je potkan vhodnejim modelovym zvieratom pri $tadiu

kolorektalnej karcinogenézy ako mys.

2. Redukcia poctu zvierat

Pocet zvierat v postupe bol zvoleny tak, aby sme dosiahli dostato&ni masu nadorového tkaniva
v kazdej experimentalnej skupine pre vietky metédy vySetrenia a sGéasne aby bolo mozné
vysledky vyhodnotit vhodnymi $tatistickymi metédami. V modeloch chemicky indukovanej
karacinogenézy je incidencia zvy&ajne nizsia ako 100 %, preto je potrebné pouzit uvedené
poéty zvierat. Dal$ie znizovanie poétu zvierat by ohrozilo dosiahnutie hodnovernych vysledkov
projektu.

3. Zjemnenie



cw e

V priebehu pokusu bude utrpenie zvierat minimalizované na najnizsiu moznu mieru. Zdravotny
stav aprejavy bolesti budi denne monitorované. V pripade znamok tazkého poskodenia
zdravia spojeného s bolestou, napr. vyrazné zniZenie lokomoénej aktivity, krvéacanie
z traviaceho traktu, Ubytok hmotnosti vaési ako 10 %, znamky distenzie ¢riev, z(iZzena éiarkovita
stolica sved&iaca o zlzZeni limenu é&reva nadorom, mimické znamky bolesti a pod., bude
kontaktovany veterinarny lekar, zvieratd budd vyradené z pokusu ahumanne usmrtené.
Objavenie sa niektorého z tychto priznakov u aspori troch zvierat v skupine bude povazované
za ,human endpoint’ projektu, vtomto bode bude pokus ukonéeny. Takymto spdsobom

zamedzime Uhynu zvierat v désledku rozvinutia nadorového procesu.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano




Projekt &. 27, Priloha ¢. 3, str. 1/3

Netechnické zhrnutie projektu & 27

Nazov projektu:
Meranie telesnej teploty u kralikov za pouZitia podkoZného snimaéa teploty - loggera STAR
ODDI  DST micro-T snaslednou aplikaciou vyvijanej modifikovanej ockovacej latky

celobunecnej absorbovanej vakeiny proti za8krtu, tetanu a éiernemu kasl’u.

Ugel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu pokusu, predpokladani ujma a prinosy: 4062// 1% VZQ/4

Kralik doméci je najvhodnej$i zvieraci model na testovanie pyrogénnych latok v celobunkovej
vakcine proti zaSkrtu, tetanu a ¢iernemu ka$Fu (Bordetella Pertussis). Udéva sa, e kralik domaci je
porovnatelne citlivy na podanie oCkovacej latky ako dieta. Aktudlne vakcinaéné programy vo
vyspelych krajinich zahffiaju prevaZne vakcindciu polyvalentnou DTPaP vakcinou, ktora zahfiia aj
vakeinu proti toxinu baktérii Bordetella Pertussis. V minulosti bolo pouzivanie celobunetnej vakeiny
proti ¢iernemu kasl'u vytladené aktudlne pouZivanou acelularnou vakcinou, z dévodu &astého vyskytu
neziadtcich 8inkov ako hori¢ka a febrilné kfde anaslednej silnej antivakcinaénej lobby. Vyvijand
celobunkovd vakeina proti zaskrtu, tetanu a ¢iernemu kaglu, ktora bude aplikovana v tomto projekte,
bude obsahovat’ geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella Pertussis
aje formulovani pomocou aluminium hydroxid nosida tak, aby poskytovala maximéalnu
imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce i¢inky typu zvy$enie teploty.

Utelom skusky Je urCit’ telesnt teplotu u krélikov za pouZitia podkozného snimada teploty — loggera
s naslednou aplikécion ogkovacej latky proti zaskrtu, tetanu a diernemu kaslu. Ako o&kovacia latka sa
bude pouzivat RALDITEPERA vyvijana spolo&nostou Revabiotech SE, Praha.

Pre porovnanie s vyvijanou ofkovacou latkou budeme pri skiskach pouZivat 2 skupiny kontrolnych
zvierat: zvieratd vakcinované nemodifikovanou celobune&nou vakcinou proti DTP azvieratd, ktorym
bude podany fosfatom purifikovany fyziologicky roztok- PBS.

Cielom projektu je sledovat’ ukralikov zvySovanie sa telesnej teploty pouZitim podkoznych

snimaCov teploty - STAR ODDI DST micro-T po podani testovaného pripravku a kontrolnych
pripravkov. Snima¢ telesnej teploty bude umiestneny kontralaterilne za lopatku do operacne
vytvorenej podkoZnej kapsy. Kraliky budii v celkovej anestéze. Anestézu vykond zmluvny veterinarny
lekar. Pri ndvrhu skusky vychddzame z dostupnych publikécii, ktoré pojednavaji o pouziti kralikov pri
teste celobunednej vakeiny proti Bordetella Pertussis na pyrogény (Verwer et al., Reducing variation
in arabbit vaccine safety study with particular emphasis on housing conditions and handling, Lab.
Anim. 2009, 43: 155, Kaaik et al., Nonclinical vaccine safety evaluation: advantages of continuous
temperature monitoring using abdominally implanted data loggers, J. Appl. Toxicol. 2013; 33: 521—

526; Dias et al, An improved whole pertussis vaccine with reduced content of endotoxin, Human
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vaccines and immunotherapeutics, 9:2, 339 — 348, February 2012). Podr’a tychto publikovanych $tadii,
narast tepl6t ukralikov bol pozorovany vrozmedzi 5-12 hodin po podani celuldrnej vakciny
s najvy88im ndrastom teplot pri 8 hodinach od podania. Z tychto publikacii zaroveti vyplyva, Ze
vzostup tepldt je pomerne nizky v rozmedzi cca 0,5-1°C. Déleziti tilohu pri celom teste hrd jemna
manipuldcia so zvieratami a ndvyk kréalikov na personal a procediry, ktoré st na nich podas skiisky
vykonavané. Nevhodné zaobchadzanie, &i nové stimuly totiZ mdZu navodit’ stresovy stav a vzostup
telesnej teploty kralikov, ¢o povedie k skresleniu vysledkov skigky.

Pocas skusky a poCas podavania ltok sa zabezpedi jemné zaobchddzanie a manipulacia so zvieratami
s konStantnym persondlom, ktory bude od za8iatku projektu so zvieratami manipulovat.. Zvieratd
budii mat’ Standardné umiestnenie, potravu a starostlivost’. Po ukond&eni postupu budi vietky zvieratd
usmrtené podl'a NV ¢&. 377/2012, § 5, Priloha &.2, Kraliky — Nadmerna davka anestetik - Zoletil
(podava zmluvny veterinarny lekdr) a naslednd dislokacia krénych stavcov, Naraz/tider do hlavy.
NajcastejSim spésobom humanneho usmrtenia kréalikov je prudky tder tupym predmetom do zatylku

zvierat’a, kralik sa drZi za koZnu riasu na chrbte.

Prinosy z vykonaného projektu:

Novo vyvijana celobunkova vakcina proti zaskrtu, tetanu a &iernemu kas$lu, ktord bude aplikovana
v tomto projekte obsahuje geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella
pertussis a je formulovand pomocou adjuvansu aluminium hydroxid tak, aby poskytovala maximalnu
imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce u&inky typu zvy3enie teploty.

Poznatky ziskané rieSenim projektu prispejii k celosvetovému vyznamu vakcindcie proti ¢iernemu

kaslu.

Predpokladana ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonaného postupu:
V projekte budeme vykonédvat' operany zékrok aplikdcie podkoZného snimada telesnej teploty

a parenteralnu aplikaciu testovaného pripravku a kontrolnych pripravkov. MéZeme predpokladat’ ujmu

ako-zaCervenanie; zapal;-opuch v miesteoperacneho pol'a a v mieste aplikécie testovacieho pripravku
a kontrolnych pripravkov moéZeme pozorovat’ postvakcinadni hréku, bolestivost, zvySend teplota

v mieste vpichu, opuch.

/
Predpokladana troven krutosti: strednd — Kouwdn,
Pocet a druh pokusnych zvierat

Kralik domdci kmefia HIL, samice, 10 ks zvierat pre testovanie kaZdej vyrobenej 3arZe

RALDITEPERY.
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Preukdzanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanoveny polet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatoéného poétu
vzoriek pre validné vyhodnotenie vysledkov zmien v vzostupe telesnej teploty u kralikov po podani
ockovacej latky. Nie je mozné nahradit’ postup na zvieratich in vitro testami na bunkovych liniach.

So zvieratami budu zaobchadzat’ zaskolené osoby s dlhoroénymi praktickymi skisenost’ami.

Sporbue o saf dewsy /uw/'@’/&/%m: duw | do 30.5.2077




Doklad o overovani v registroch medzindrodne overenych a uznanych alternativnych

metéd, i k planovanému postupu neexistuje alternativna metéda bez pouZitia Zivych zvierat

KPacové slovi: rabbit, pyrogenicity, logger, bordetela pertussis, body temperature

NICEATM-ICCVAM: 20.9.2016
EURL-ECVAM: 22.9.2016

Existujui alternativne met6dy, ktoré vak nie st plnohodnotné a neméu nahradit jedineénost’
a individualitu Zivého organizmu. Animélne modely st nevyhnutné na potvrdenie vysledkov
pritomnosti, i nepritomnosti toxicity lietiva, jeho areaktogenity, imunogenicity a nasledne;j
aplikécie tychto pripravkov v klinickej praxi.

VyuZitie zvieracich modelov vyznamne napomsha v pochopeni 1i¢innosti a apyrogénnosti
humannej vakciny celobunkovej proti za$krtu, tetanu a &iernemu kadlu pri vyvoji novych

preventivnych postupov a naslednom vyuziti u Fudi.




Priloha Il

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

Nézov projektu: LoaA {/M‘VZZ /(

Ochrana srdca v situdcidch zvySenej produkcie volnych kyslikovych radikdlov: radiacné a
reperfiizne poskodenie.

KIaéové slova v projekte:

radiacné poSkodenie, prevencia, srdce a cievy, mechanizmy poskodenia, ischémia, reperfizia,
volné kyslikové radikaly, molekularny vodik, mitigatory radiaéného poskodenia

Utel projektu: Zakladny vyskum.

1a) Informacie o ciel’och projéktu vriatane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte
a typoch zvierat, ktoré sa pouZija

lonizujuce Ziarenie pdsobi priamo na nukleové kyseliny (NK) buniek, alebo nepriamo cez
tvorbu vornych kyslikovych radikalov, ktoré potom pogkodzujii jednotlivé organely buniek
alebo ich NK, ¢o vedie k apopt6ze buniek. Tvorba volnych kyslikovych radikalov, ktoré
okrem signalizatnej funkcie, majt pri vy$§ich koncentraci4ch toxicky vplyv na vietky stiasti
srdca a ciev je spoloénym menovatefom nielen ionizujiceho Ziarenia a zapalu, ale i
ischemického a reperfiizneho poskodenia. Preto vyskum v tejto oblasti, a nijdenie celkom
novych vhodnych latok, ktoré mozu pozitivne ovplyvnit’ nasledky nadmernej tvorby voInych
kyslikovych radikdlov na kardiovaskularny systém, méze vyrazne zlepit' kvalitu Zivota
onkologickych i kardiologickych pacientov.

Ciefom projektu je hladat’ vhodné latky, ktoré zabrania pdsobeniu nadprodukcie volnych
radikilov a zasiahnut’ do mechanizmov, ktoré poskodenie spdsobujii. Na dosiahnutie cielov
plénujeme na seba nadvédzujice etapy:

- upresnit’ mechanizmy poskodenia radiaciou najnovimi dostupnymi metodikami

- uréit’ miesta moZného zdsahu do mechanizmu

- selekcia latok, ktoré zniZzuji negativny efekt radidcie

- zniZenie poSkodenia zdravého tkaniva a nésledkov poskodenia vyselektovanymi liekmi

- zniZenie radiaéného_poskodenia a nadmernej tvorby voI'nych radikéalov aplikdciou vodika

- vywzitie molekulového vodika na scavengovanie volnych kyslikovych radikalov v
situdcidch ich zvySenej tvorby (radiaéné poskodenie a I/R poskodenie)

- ochrana zdravého tkaniva pred radiaénym poskodenim pri radioterapii

- bezpelnejsia reperfuzia ischemického myokardu aplikéciou vodika

- testovanie najvhodnejej aplikdcie molekularneho vodika pre potreby praktického pouZitia v
klinike

- zlepSenie Zivota onkologickych a kardiologickych pacientov a o0sdb vystavenych
kozmickému Ziareniu ' '

V postupe nadvdzujeme na na3 predchadzajtici projekt schvileny SVPS SR. Zdravym
potkanom sa bude jednorazovo aplikovat’ dévka ionizujliceho Ziarenia (25 Gy a 10 Gy) do
oblasti mediastina po dobu asi 2-5 minut v celkove] anestéze. V d’aliej Casti experimentov
budeme potkanom podavat’ vybrané lie¢iva (Atorvastatin, Aspirin, Tadalafil, Enbrel a vodu



obohateni molekulovym vodikom) po dobu 6 tyzdiiov od oZiarenia. Podas experimentu
experimentdlne zvieratd prejavujil zdujem o krmivo asi aktivne. Lie¢iva budd podévané
v davke podl'a oficidlneho dévkovania pre Pudi, prepoéitané na véhu potkanov, vo forme
roztoku, nakvapkané na pidkétu (Aspirin, Tadalafil) rozpustené v alkohole, po jeho odpareni
nakvapkané na piSkétu (Atorvastatin), injekéne (Enbrel) a per os gavaZovanim do Zaltdka
(voda obohatend o molekulovy vodik). Atorvastatin, Aspirin, Tadalafil budi podévané 2x
denne pocas Siestich tyzdilov, Enbrel 2x za tyZdefi po dobu 2 tyzdfiov avoda obohatena
o molekulovy vodik 3x denne 2-3 tyZdne.

Postupy st navrhnuté tak, aby sa minimalizovalo ich utrpenie, bolest’ a strach. Zvieratd budd
chované pocas celého pokusu za Standardnych podmienok podl’a Nariadenia vlady &.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 kateg6rii podl’a zékroku a manipulacie
so zvieratom je mozné ich zaradit’ do kategorie krutosti ,, strednd krutost™.

V pokuse pouZijeme 544 laboratérnych potkanov samcov kmetia Wistar s hmotnostou 220-
250 g.

Studium mechanizmov, ovplyviiujicich poskodenie srdca ionizujucim Ziarenim prispeje
k detailnej§iemu poznaniu mechanizmov prispievajicich k vzniku ochoreni srdca a ciev
spdsobenych oZiarenim. Hladanie moZnosti ochrany funkcie srdca a ciev snovymi
prirodnymi substanciami s protizdpalovymi vlastnost'ami je stale aktudlne a biotechnologické
pristupy m6Zu néjst’ uplatnenie aj v klinickej praxi.

1b) Preukdzanie siiladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V medzindrodnych databazach a databdzach medzindrodnych patentov (ECVAM, CAAT
systemic review, 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 metddy, ktoré by nahradili pouzitie
experimentalnych zvierat.

1. Altweb: Alternatives to Animal Testing
4 odkazy nepouZitel'né pre nasu problematiku (http://altweb.jhsph.edu/)

2. ALTBIB — Bibliography on Alternatives to Animal Testing
Ziadny odkaz pouZitel'ny pre naSu problematiku (http://toxnet.nlm.nih.gov/altbib.html)

3. CFHS: Alternatives to Animal Testing

74'2dﬂy—————odkazmouiitelfrlywpre—m———wnaéuwwpre’bl’ematiku
(http://cths.ca/research/alternatives to_animal testing/)

4. New Technologies as Alternatives to Animal Testing
10 odkazov nepouzite'nych pre nasu problematiku
(http://www.aboutanimaltesting.co.uk/search.html)

5. EUSAAT — European Sociéty for Alternatives to Animal Testing
Ziadny odkaz pouZitel'ny pre naSu problematiku (http://www.eusaat-congress.eu/)

6. European Centre for the Validation of Alternative Methods
7 odkazov nepouZitelnych pre nau problematiku (https:/eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/)




Nakol'ko v naSich experimentoch pouzivame Giastoént simulaciu radioterapie aplikovanej do
hrudnej oblasti (mediastinum), kde sa do odpovede organizmu zapajaju viaceré tkaniva, typy
buniek aobranné mechanizmy, nie je moZné nahradit’ animalny model alternativnymi
metoédami, ktoré by dostato¢ne nahradili podmienky v in vivo modeloch.

Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym podtom experimentalnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu, bola zabezpetena reprodukovatelnost’ a validita postupu pre fyziologicke,
biochemické a morfologické analyzy a ich §tatistické vyhodnotenie.

Zasada zjemnenia (refinement)

Potkany v priebehu pokusu prezivaji stres, ktory bude minimalizovany Setrnym
zaobchadzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru aohryzovanie. Pri
injekénej aplikacii Enbrelu aj anestetika sa budt pouzivat’ sterilné ihly a so zvieratami sa bude
Setrne a ohl'aduplne zaobchadzat'. Usmrtenie bude prebiehat’ bezbolestne v hlbokej celkove;j
anestézii, vyvolanej tiopentalom v davke 50-60 mg/kg. Postupy su navrhnuté tak, aby sa
minimalizovalo ich utrpenie, bolest’ a strach. Podas celého postupu budid zvieratd pod
dohladom skusenych a Skolenych pracovnikov, ktori budid dodrZiavat huménne postupy
v stlade s platnymi zakonmi a nariadeniami o starostlivosti o zvierata.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: 4me  nie

Bratislava, 28. 09. 2016




Priloha 2: Netephm'cké zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu

Ndzov projektu: Zmrazovanie potkanich embryi = 941 Q/ | ﬂ' ~C.2 4
Podrobny ucel postupu:

Cielom predkladaného projektu je vytvorenie banky embryi ako zdroja udrzatelnosti transgénnych
linif. Projekt sa bude vykonavat’ vo viacerych na seba nadvizujucich fazach. V prvej faze projektu
sa budu z darkyii izolovat’ embryd v §tadiu blastocysty vyplachom matermcovych rohov. Tieto
budu nasledne zmrazované a dlhodobo uchovavané pre budice pouZitie. Za ugelom ich ziskania
bude pouzitych 300-500 samic, 150 samic zkaZdej potkanej linie v jednotlivych ¢iastkovych
projektoch. Na 4,5 def od pripustenia so samcami sa humanne usmrtia cervikdlnou dislokéciou. Po
otvoreni bruSnej dutiny sa postupne izoluji a vyplachuji maternicové rohy v médiu pre to uréenom.
Ziskané embrya sa zmrazia auchovaji v tekutom dusiku. V pripade potreby budii rozmrazené
a nasledne pouZité na prenos do pseudogravidnych samic.

V druhej fize projektu sa zameriame na in vitro a in vivo hodnotenie viability embryi. V r6znych
casovych usekoch budeme embryé rozmrazovat’ a hodnotit’ mikroskopicky percento preZivateFnosti
(in vitro hodnotenie). z1votaschopne embryd sa budi nasledne implantovat’ do prijemkyti ana
zaklade percentudlnej tispeSnosti ich zabrezdvania sa zhodnoti in vivo viabilita embryi. Pre ucely
implantdcie si vprvom kroku pripravime sterilnych samcov kastrovanych v celkovej anestézii
podviazanim semenovodov. Tie sa zani vyuZivat’ az 3 tyzdne po operacii.

V pokuse sa pouzije 50-100 prfjemkyn, v poéte zhruba 5 samic v kazdom &iastkovom pokuse.

Pohlavne dospelé saimice sa budu priptist'at’ so sterilnymi samcami na dosiahnutie pseudo gravidity a
pouZiji na prijem revitalizovanych embryi. Prenos embryi sa vykond v celkovej anestézii
implantaciou do rohu maternice. Zvieratam sa poskytne pooperaéna starostlivost’ formou aplikacie.
analgetik. Kryozmrazovanie sa bude vykondvat' len po dobu ziskania a uchovania dostatocneho
mnoZzstva viabilnych embryi schopnych vyvoja v Zivotaschopné potomstvo.

Narodenym mlad’atdim sa odoberd vzorky z chvosta na genotypiziciu pre urlenie transgénnych
zvierat. Po ich odstave sa matky humanne usmrtia.

V priebehu pokusu bude vetkym zvieratdm venovana $tandardna veterinirna starostlivost.

V pripade ochorenia budli zvieratd po dohode s veterindrnym lekdrom zpokusu vyludené
a humaénne usmrtené. Zvieratdm sa nesmie v priebehu pokusu spdsobovat’ zbytoéna bolest’, stres
autrpenie. VSetky bolestivé zékroky sa vykonavaji v celkovej anestézii. Zvieratd musia byt na
zatiatku kaZzdého experimentu aklimatizované na nové podmienky.

Vsetkym zvieratdm, s ktorymi sa bude manipulovat, bude venovana potrebna starostlivost’ a budu
umiestnené v sulade s poZiadavkami uvedenymi v nariadeni vlady SR &. 23/2009 Z. z.

Projekt prebehne v niekol’kych iastkovych experimentoch:
1. Faza projektu: ziskavanie a zmrazovanie embryi: '
* Izolicia embryi z maternicovych rohov darkyn — transgénne linie
-pocet zvierat v celom pokuse:
-150 samic (darkyn) SHR 72
-150-200 samic (darkyi) SHR 24
-150 samic (darkyi) W 72
-pocet opakujucmh sa ¢iastkovych pokusov: 50

Samice sa na 4,5 defi od pripustenia humanne usmrtia. Po otvoreni brusne;j dutmy sa postupne
izolujli a vyplachuju rohy maternice v médiu pre to uréenom. Ziskané embrya su zmrazované
a dlhodobo uchovdvané vtekutom dusiku. V pripade potreby st revitalizované a nasledne
prenesené do reprodukéného traktu recipientiek. ‘
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2. Faza projektu: in vitro a in vivo hodnotenie viability embryi
e Priprava sterilnych samcov

-pocet pouzitych zvierat: 30 samcov z kmeiia Sprague Dawley

-pocet opakujucich sa ¢iastkovych pokusov: 3-5

-pocet zvierat v €iastkovych pokusoch: 6-10 samcov
Samci vo veku 8 tyzdfiov sa uvedi do celkovej anestézie. Cez drobny rez v stredovej linii brusne;j
dutiny sa postupne povytiahnu oba semenovody a nasledne podviazu. Po suttire rany sa zviera
ponechd v Cistej klietke. V defi operdcie apodas nasledujicich dvoch dni sa zvieratim
intramuskularne podaji analgetika (rimadyl). V pripade vaZnych zdravotnych komplikécii sa zviera
z experimentu vylidi a huméanne sa usmrti.

¢ Prijemkyne embryi

* -pocet zvierat v celom pokuse: 50-100 samidiek prijemkyn z kmetia Sprague Dawley/Long
Evans :

* -pocet opakujicich sa ¢iastkovych pokusov: 20

e -pocet zvierat v ¢iastkovych pokusoch: 5-10 samiéiek

Pseudogravidné samice st na 3,5 deii po koite pouzité ako recipientky revitalizovanych embryi. Po
uvedeni do celkovej anestézie apo obnaZeni materniéného rohu, st embryad implantované do
reprodukéného traktu ndhradnej matky. Po transfere je samica umiestnend do- &istej klietky
a sledovana pocas celého obdobia gravidity. V pripade vaznych zdravotnych komplikicii sa zviera
vyradi z experimentu a huménne sa usmrti. Matky sa po odstave huméanne usmrtia.

e Odber vzoriek na genotypizaciu »
Vo veku 10-20 dni sa mldd’atdm odstrihne cca 0,3-0,5 mm tkaniva z chvosta, ktoré sa vloZi do
oznadenej skimavky a ponechd v mraznitke a% do doby, kym sa zagne spracovavat’.
Na zaklade vysledkou genotypizdcie sa mlid’ata rozdelia na pozitivne (majti integrovany novy gén)
a negativne, z ktorych je viésina z chovu vyradena.

Opodstatnenost’ pokusu a pouzitie zvierat v pokuse
Animalne modely maju nezastupitené postavenie vo vyskume Tudskych neurodegeneraénych
ochoreni. Predstavuji zjednodufené modely neurodegenerativnych zmien, ktoré ndm pomahaju
pochopit’ a objasnit’ patologické mechanizmy ochorenia. S neddvnym progresom v oblasti
genetickych technolégif rastie podet animélnych modelov exponencidlnym radom, &im sa zvysuji
aj poZiadavky na ich chov a ustajnenie. Produkcia transgénnych zvierat v takomto rozsahu nie je
moZna bez organizicie kryobank embryi. Zmrazovanie linii v embryondlnom $tidiu predstavuje
—ekonomickii a bezpeént alternativu ku.chovnym-linidm-a.-zarovei-poskytuje-ochranu-zvierat-pred

mikrobidlnou kontaminaciou a spontdnnymi genetickymi zmenami. Kryozmrazovanie je zdrojom
trvalej udrZatelnosti transgénnych linii a je tieZ v stlade so zdsadami 3R: zjemnenie, redukcia,
nahradenie.

Embryo transfer predstavuje ,zlaty $tandard* rev1tahzac11 zmrazenych linii av kombindcii s
rederivaénym programom umoZiiuje produkciu tzv. SPF zvierat z kontaminovanych linii.

Pokusy st navrhnuté v stlade s leglslatwnyml a etickymi normami, ktoré sa vztahuju na placu s
laboratérnymi zvieratami.



Manipuldcia so zvieratami.
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Charakteristika
postupu

Vplyv na zviera

Vaginalna lavaz

Kratkodoby mierny stres spdsobeny mampulacmu Bolest’ ziadna.
Trvanie 1-2 minity.

Kritkodoba fixacia
a intraperitonedlna
injekcia anestetik

Standardnd metéda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny
manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba.
Trvanie 30 sekind. -

Odber blastocyst-
donorky (transgénne
samice)

Donorky sa huménne usmrtia cervikdlnou dislokéciou. Embrya
v §tadiu blastocysty sa ziskaju vyplachom rohov maternice.
Bez mozZnosti zotavenia.

v celkovej anestézii-
priprava sterilnych

Operacny zakrok Urobi sa otvor v brusnej dutine (1,5cm incizia) a embrya v §tadiu
v celkovej anestézii- blastocysty sa implantujii do rohu maternice. Pooperaéna bolest’

| prijemkyne embryi bude utlmena analgetikami. Bolest’ stredn4.
Operacény zakrok Urobi sa drobny rez v stredovej linii dutiny brusne;, povyt1ahnu sa

semenovody a tie sa nasledne podviazu.
Pooperacna bolest’ bude utlmen4 analgetikami.

Bolest” stredna.

Krétkodoby mierny stres spésobeny manipuldciou.
Odstrihnutie 0,3-0,5mm tkaniva chvosta.

Bolest’ slaba. ’

samcov (vazektémia)
Odber tkaniva za
ncelom genotypizicie-
§picka chvosta

Zohladnenie 3R

Zjemnenie: So zvieratami sa bude zaobchddzat’ humanne a nebudfi zbytoéne vystavované stresu.
Pooperatnd bolest’ bude utlmend analegetikami. Zvieratd si chované v podmienkach vyhovujicich
fyziologickym a sociologickym potrebdm, v chovnych nddobach s obohatenym prostredim.

V tyZdni predpokladaného rodenia mlid’at sa minimalizuje vstup do miestnosti ako aj manipuldcia
so samicami. Do chovnych nadob sa samiciam priddva material na tvorbu hniezd.

Redukcia: Kryozmrazovanie sa bude vykondvat' len po dobu ziskania a uchovania dostatoéného
mnozstva viabilnych embryi schopnych vyvoja v Zivotaschopné potomstvo.

Zmrazovanie embryi predstavuje ekonomickil a bezpe&nu alternativu ku chovnym linidm, tzn.
redukuje pocet chovnych zvierat potrebnych pre udrZanie linie.

Nahradenie: Tento typ pokusu vyZaduje pouZitie zvierat, nakolko nie je moZné ho realizovat’
v podmienkach in vitro a neexistuje Ziadna alternativna metdda, ktora by ich pouZitie nevyzadovala.

Zasada nahraditel’nosti zvierat

Pre hl'adanie alternativnej metody sme pouzili nasledovné registre medzinirodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AliTox), kde sme nenadli Ziadnu alternativnu
metodu, ktord by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos
Zvierata v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu. Odber embryi sa bude vykonavat’ aZ po
humannom usmrteni zvierat cervikélnou dislokaciou. Ostatné zakroky sa budd vykonavat v hiboke;
anestézii a zvieratdm bude poskytnutd pooperacna starostlivost. Na zmiernenie bolesti im budu
podané analgetika (rimadyl). v
'Po ukonceni projektu budt vdetky zvieratd huménne usmrtené nadmernou davkou anestetika
a cervikdlnou dislokédciou. Po ziskani dostatoéného mnoZstva viabilnych embryi sa projekt ukonéi.
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Zvierata v danom experimente nebudi vystavené utrpeniu.
Zadiatok pokusu je plénovanjr na 1.12.2016 a bude sa realizovat’ do 31.12.2018.
Zvierata nebudu vystavené opitovnému pouzitiu.

Projekt nevyZaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu

Néazov projektu: _
UdrZiavanie a chov linii transgénnych modelov neurodegenerativnych ochoreni 444 @/// ~227a

Podrobny t¢el postupu:

Cielom predkladaného projektu je udrZiavanie vlastného chovu transgénnych modelov
Alzheimerovej choroby, ktoré ndsledne pouZijeme na vyskum etiopatogenézy, symptomatolégie,
diagnostiky a terapie tohto ochorenia. Projekt sa bude vykondvat v zariadeni na chov zvierat
pracujucom v podmienkach podobnych SPF (specific pathogen free), ktoré umozituji eliminovat
neZiadtuce faktory okolia a potlddajii heterogenitu fenotypu spdsobenti okolitym prostredim
a selektivnou vnimavostou zvierat vodi externym podnetom.

Cyklus pripuitania bude prebiehat’ v pravidelnych mesaénych intervaloch, v jeden tyzdeti sa budd
pripstat’ vietky potkanie linie a nasledujtci tyzdei linie mysi.

Po vagindlnej lavéZi sa mikroskopicky uréi §tddium estralneho cyklu samic potkana. Nasledne
samice v §tadiu proestra vloZime do klietok ku transgénnym samcov. Na druhy def 1ano sa urobi
opat vaginalna lavaz a skontroluje sa pritomnost’ spermii.

U samic mysi vaginalnu lavaZ nevykondvame, ale cyklus hodnotime na zéklade stuptia opuchu a
zaCervenania poSvy externym pozorovanim. Samice v §tadiu proestra vloZzime do klietok ku
transgénnym samcov a na druhy defi r4no sa zhodnoti pritomnost’ vaginilnej zatky.
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Mladatam sa odobert vzorky tkaniva zchvosta (0,3-0,5mm) na genotypizaciu, odliSenie
transgénnych mldd’at od netransgénnych v principoch heterogénneho pripustania. Zarovett pri
odbere vzoriek sa zvieratd budd znadit' tetovanim labiek alebo dierkovanim usi, aby nedoslo
k zamene zvierat. Na zdklade vysledkov genotypizicie sa oddelia transgénne zvieratd (maju
integrovany gén) od netransgénnych, z ktorych sa vié§ina z chovu vyradi. Po odstave mladat sa
matky humanne usmrtia a odoberie sa tkanivo mozgu, ktoré sa pouzije do mozgovej banky.

Pocas procesu pripistania bude vietkym zvieratdm venovana 3tandardné veterinarna starostlivost.
Pri ochoreni zvierat, budu choré zvieratd po dohode so zmluvnym veterindrmym lekdrom huménne
usnutene. Zvieratam sa nesmie v priebehu chovu spdsobovat’ zbytoéna bolest’, stres a utrpenie.

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

V pravidelnych mesa¢nych intervaloch sa bude pripustat’ dostatodné mnoZstvo potomstva na
udrziavanie jednotlivych linii transgénnych zvierat. V procese prip§tania je nevyhnutné zachovat’
heterogenitu, preto sa z potomstva vyberaju chovni samci od réznych otcov. Zvieraté sa vyradia
z chovu este pred iplnym nastupom Skodlivého fenotypu. Zvieratd sa humanne utratia nadmernym
mnoZstvom anestetika a odoberu sa z nich tkaniva.

Cyklus pripastania na ziachov:
Cyklus pripstania na zachov bude prebiehat’ v pravidelnych 1-2 mesaénych intervaloch v priebehu
2 tyzdilov. V jeden tyzdeii sa budd pripustat vietky potkanie linie a nasledujuci tyzden vietky
mySacie. Potomstvo narodené z pripustani bude nasledne rozdelené na:

- Pripustanie

- Experimenty

- Cast’ zvierat sa vyradi, predovSetkym netransgénne zvierata .

- Transgénne a netransgénne potomstvo, ktoré nebude vyuzité na pripustanie ani na

experimenty sa huménne utrati a tkanivo mozgu sa pouZije do mozgovej banky

)



Potkanie linie:
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SHR 72 3-6 netrangs. samic kazdy druhy mesiac
5 transg. chovnych samcov (pouzity vo veku 3-5 mesiacov, nasledne vymena)
-2 tg samice/ 2 netrang. samci (pouzitie v pripustani iba v pripade nedostatku
tg. samcov)

SHR 24 5-10 netransg. samic kazdy druhy mesiac
5-8 transgénnych chovnych samcov (pouZity vo veku 3-5 mesiacov, nasledne
vymena)
-2 tg samice/ 2 netrang. samci (pouZitie v priputani iba v pripade nedostatku
tg. samcov)

W 72 2-4 nontransg. samice / kazdy druhy mesiac
2-4 chovni transg. samci (pouzity vo veku 3-5 mesiacov, ndsledne vymena)
-2 tg samice/ 2 netrang. samci (pouzitie v pripustani iba v pripade nedostatku
tg. samcov)

SD 2-4 samice / kazdy druhy mesiac

LE Priptstanie len na zachov, viésie priptidt'anie v pripade vyuzitia

v experimentoch
2-4 samice / kazdy druhy mesiac

MySacie linie:

R3m/4

5 netrangs. samic v jeden mesiac/ 10 netransg. samic v d’al§om mesiaci

8-10 chovnych transgénnych samcov / obmiefianie kazdy 2-3 mesiac

-2 tg samice/ 2 netrang. samci (pouZitie v pripidt’ani iba v pripade nedostatku
tg. samcov)

R3m/7

5 samic kazdy mesiac

5 samcov/ obmienianie kazdy 2-3 mesiac

-2 tg samice/ 2 netrang. samci (pouzitie v pripustani iba v pripade nedostatku
tg. samcov)

R4my/7

15 samic v jeden mesiac/ 10 samic v nasledujici (vel'mi tazké pripustanie,
malo gravidnych samic)

8-10 chovnych transgénnych samcov / obmiefianie kazdy 2-3 mesiac

-2 tg samice/ 2 netrang. samci (pouzitie v pripu§tani iba v pripade nedostatku
tg. samcov)

R4m/8

4 samice kazdy druhy mesiac

2-4 chovnyc transgénnyc samci / obmiefianie kazdy 2-3 mesiac

-2 tg samice/ 2 netrang. samei (pouzitie v pripistani iba v pripade nedostatku
tg. samcov)

R4m/2

2-4 samice kazdy druhy mesiac
2-4 chovnyc transgénnyc samci

R4m/3

2-4 samice kazdy druhy mesiac
2-4 chovnyc transgénnyc samci

CDl1

2 samice kaZdé 3-4 mesiace
2 chovny samci
-budeme pripistat’ len v pripade ak bude potreba pre experiment

C57BL/6NCrl

2 samice kazdé 3-4 mesiace
2 chovny samci
-budeme pripustat len v pripade ak bude potreba pre experiment
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Celkovy podéet zvierat pouzitych v pripistani na zachov/rok:
V tabulkach je zapocitané vySSie mnoZstvo netransgénnych samiciek z ddvodu zapoéitania aj
pripadnych negravidnych samiciek.

Potkanie linie:

SHR 72 40-60 netransg. samiciek

30-40 transg. samcov

Max:24tg sami¢iek/12 netg.samcov
SHR 24 50-70 netransg. samiciek

40-55 transg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov
W72 30-40 netransg. samiciek

20-25 transg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov
SHR 5-10 netrang. samiciek

5 netransg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov

SD 20-30 samiiek
20 samcov
LE 20-30 samiéiek

20 samcov

MySacie linie:

R3m/4 90-110 netransg. samiciek

70-80 transg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov
R3m/7 60-80 netransg. samiciek

50-60 transg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov
R4nv/7 150-180 netransg. samiciek

90-100 transg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov
R4m/8 24-50 netransg. samicéiek

30-35 transg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov
R4m/2 20-40 netransg. samiciek

15-25 transg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov
R4m/3 20-40 netransg. samiciek

15-25 transg. samcov

Max:24tg samiciek/12 netg.samcov
CD1 10-12 samic

10 samcov

C57BL/6NCrl | 10-12 samic
10 samcov
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Cyklus pripustania na experimenty:

V pripade potreby vyssieho poétu zvierat, ktoré je potrebné pouzit v konkrétnom schvilenom
experimente, sa v procese pripustania zvysi pocet pripustenych zvierat. Vidy sa vak musi po&itat’ s
Cast'ou potomstva, ktoré sa ponecha na pripistanie na zachov.

Na zaklade predpokladanej potreby zvierat na experimenty pre buduci rok uvadzame v tabulke
maximélny pocet zvierat, ktoré sa pouziji na pripa$t’anie na experimenty/rok:

Potkanie linie:

SHR 72 40-60 netransg. samiciek

30 transg. samcov

-6 netransg. samcov/12 samiciek
SHR 24 60-80 netransg. samiciek

40 transg. samcov

-6 netransg. samcov/12 samiciek
W72 — 30tg samcov/60 netransg. samic
-6 netransg. samcov/12 samiciek

SD 20 samcov
80 samiciek

LE 20 samcov
70 samiciek

MySacie linie:
R3m/4 -30 transg. samcov/ 80 netransg. samiciek
-10 netransg. samcov/20 transg. samiciek

R3m/7 -30 transg. samcov/ 80 netransg. samiciek
-10 netransg. samcov/20 transg. samiciek

R4nv7 -30 transg. samcov/ 80 netransg. samiciek
-10 netransg. samcov/20 transg. samiciek

R4m/8 -15 transg. samcov/ 50 netransg. samiciek
-8 netransg. samcov/16 transg. samiciek

R4m/2 20-40 netransg. samiciek

15 transg. samcov

Max:12tg samiciek/6 netg.samcov
R4m/3 20-40 netransg. samiciek

15 transg. samcov

Max:12tg samiiek/6 netg.samcov
CD1 Ssamcov

15 samiciek

C57BL/6NCrl | 5samcov
15 samiéiek

Opodstatnenost’ pokusu a pouzitie zvierat v pokuse

Na naSom ustave boli vyvinuté jedine¢né animalne modely pre vyskum Alzheimerovej choroby.
Ugelom projektu je udrziavat chov transgénnych linii v dostatoénom mnozstve, s produkciou
potomstva schopného sa d’alej mnozit’ a vyuzivat’ pre ugely vyskumu Alzheimerovej choroby.
Biologicka bezpefnost’ naSich zvieracich linii patri medzi najvy$Sie priority v naSom chovnom
zariadeni. Preto vnaSom chove vyuZivame podmienky SPF (specific pathogen fiee), ktoré
umoZiuju eliminovat’ neziadice faktory okolia a potladajii heterogenitu fenotypu sp6sobent

5
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okolitym prostredim a selektivnou vnimavostou zvierat voéi externym podnetom. Nagim cielom je
produkovat’ zdravé zvieratd, ktoré budu nasledne vyuzivané v projektoch s doverou v ziskanych
vysledkoch.

Pokusy si navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pracu s
laboratérnymi zvieratami.

Manipulacia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera
postupu
Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres spésobeny manipulaciou. Bolest’

ziadna. Trvanie 1-2 minuty.

Vaginalna lavaz Kratkodoby mierny stres spésobeny manipulaciou. Bolest’
ziadna. Trvanie 30 sekund.

Odber tkaniva za Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Odstrihnutie

ucelom genotypizacie 0,3-0,5 mm tkaniva chvosta.

— Spicka chvosta Bolest’ slaba.

Identifikacia zvierat Pri odbere vzoriek na genotypizaciu, sa zvierata identifikuju
tetovanim labky alebo dierkovanim ucha. Bolest’ slaba.

Perflizia zvierat Otvorenie hrudnej dutiny, zavedenie ihly do T'avej komory

srdca. Cez ihlu bude prenikat’ do celého tela zvierata roztok
PBS s heparinom a nasledne PFA. Prebehne v celkove;j
anestézii. Bolest’ slaba.

Odber mozgovo- Zviera sa uvedie do celkovej anestézie. Nastrihne sa koza v
miechovej tekutiny oblasti krénej chrbtice. Zavedie sa ihla do cisterna magna a
odoberie sa max. 100ul CSF. Nasledne sa zviera humanne
usmrti. Bolest’ slaba

Usmrtenie dislokaciou | Standardna metéda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na krku.

krényceh staveov po Intraperitonedlne sa poda anestetikum (zoletil+xylariem).
predchadzajticej Cervikalna dislokécia sa vykona v anestézii. Bolest’ ziadna.
anestézii Trvanie 30 sekund.

ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipulacii so zvieratami sa budu dodrziavat interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat humdanne a nebude sa im vyvijat’ prebytoény stres. Zvieratd su chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam. V tyZzdni predpokladaného
rodenia mlad’at sa samickdm nebude vymietiat’ podstielka, ani sa so samikou nebude
nemanipulovat’, a taktiez sa obmedzi vstup do miestnosti, aby sa obmedzilo zbytoéné vyruSovanie
samic a znizil sa pripadny stres. Do chovnych nadob sa priklada material na tvorbu hniezd. '
Nastup priznakov Skodlivého fenotypu u zvierat za¢ina okolo 4-5 mesiaca veku v zavislosti od linie,
preto budu z chovu vyradené este pred vyvinutim sa fenotypu a budi humanne usmrtené.

Redukeia:
Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$sej moznej miere, v poéte nevyhnutnom pre
udrziavanie linii s ohl'adom na reprodukénti schopnost’ a Zivotaschopnost’ mlad’at jednotlivych linii.



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Nahradenie:

Chov audrziavanie transgénnych modelov Alzheimerovej choroby je nevyhnutnou sucastou
vyskumu tohto ochorenia, ked’ze doposial’ nebola objavena Ziadna ind metéda in vitro testovania,
ktora by spifiala vietky aspekty vyskumu tohto ochorenia.

Zisada nahraditel’nosti zvierat A
Alternativna metdda neexistuje, jednd sa o prirodzeny spdsob pripustania zvierat.

Utrpenie versus prinos

Zvierata v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu. Skodlivy fenotyp sa naplno vyvija az vo
vysSom veku v zavislosti od tg. linie, zvieratd budi vyradené z chovu este pred nastupom
viditeI'nych klinickych priznakov. Nésledne budi huménne usmrtené nadmernou davkou anestetika
a cervikalnou dislokaciou.

Projekt bol naplanovany tak, aby sa minimalizoval pocet pouZitych zvierat na najvyssiu moZnu
mieru, nevyhnutni pre odchov dostatoéného mnoZstva potomstva.

Zaciatok pokusu je planovany na 1.1.2017 a bude sa realizovat’ do 31.12.2021.
Zvieratd nebudu vystavené opitovnému pouzitiu.

Projekt nevyzaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.).



