Priloha 2: Netechnické zhmutie

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Imunoterapia Alzheimerovej choroby: analyza mechanizmu G&nka ~ bla / dé-c244b
Podrobny tcel postupu:

V populacii stiupa kaZzdy rok pocet pacientov s Alzheimerovou chorobou. Sudasnd terapia je
zamerana na symptomatické potladenie ochorenia a podporné mechanizmy, ale neriedi kauzalny
pristup. Aj preto sa v stiiéasnosti hl'adaji nové pristupy a spdsoby ter apie, ktoré by vedeli ovplyvnit’
molekularne mechanizmy zodpovedné za prepuknutie a progres ochorenia. Jednym z moZnych
terapeutickych pristupov je pasivna a aktivna 1mu110te1ap1a Alzheimerovej choroby. Pri vyvoji
vakcin je d6leZité poznat’ mechanizmus G¢inku imunoterapie.

PredloZeny projekt mé za ulohu $tidium mechanizmu u¢inku pasivnej vakeiny (terapeuticke;
protilatky). Mechanizmus Géinku budeme analyzovat v podmienkach in vivo na mySacich
transgénnych modeloch a v podmienkach in vitro na primérnych bunkovych kultirach. Na in vivo
experimenty pouZijeme transgénne mysi a potkany exprimujice rézne patologické formy tau
proteinov a kontrolné zdravé zvieratd. Na in vitro experimenty budeme pouZivat primarne
neurondlne bunkové kultury izolované z 18-diiovych embrif a primarne gliové bunkové kulttiry
izolované z 1-dilovych mlad’at potkanov a mysi.

Zvierata dostanu v priebehu dvoch dni dve davky pasivnej vakciny. Tyzdeti po druhej davke
odoberieme zvieratdam krv z oéného splavu a huménne usmrtime. Mozgové tkaniva budii pouZité na
imunohistochemickii a biochemick analyzu terapeutického efektu. Sérum bude pouZité na analyzu
hladin protilatok indukovanych vakcinou a analyzu tau proteinu. Celkovy objem odobratej krvi od
kazdého zvierata neprekrodi stanovené normy.

Opodstatnenost’ pokusu a poufitie zvierat v pokuse

Prestudovali sme vietky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoznili v danom experimente
nahradit’ zvieratd za iny biologicky testovaci systém. Av§ak mechanizmus u¢inku v podmienkach
in vivo mézeme Studovat’ len na trangénnych modeloch. Primarne neurondlne a gliové bunkové
kulttiry izolované zo zvierat st nenahraditelnym systémom na modelovanie redlnych procesov
prebiehajicich v mozgu. Vzhladom na to, Ze cielom projektu je odhalif jednotlivé dréhy
aktivované vplyvom terapeutickej protildtky, nie je moZné temto modelovy ‘systém nahradit
stabilnymi bunkovymi liniami. Na tento typ experimentov sa najéastejdie pouzivaji gravidné mysi

~apotkany-Pokusy sunavrhiuteé vsulade s legislativiymi a etickymi niormami, Ktoré sa vzt ahujina

pracu s laboratérnymi zvieratami.

Manipulacia so zvieratami:

Charakteristika - Vplyv na zviera

postupu iR . ; S i Ll

VizZenie zvierat Kritkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest
Ziadna. Trvanie 1-2 minuty.

Kratkodoba fixacia Standardna metéda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny

a subkutanna injekcia manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slab4. Trvanie 0.5 -

(1x za mesiac) 1 minutu. .

Odber krvi Standardné metéda. Zviera sa fixuje za koZm riasu na krku. Podd
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(retroorbitalny plexus) sa poloviénd davka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihu ako
je zviera sedované sa sklenend kapildra jemne zasunie pod oénu
gulu a krizivym pohybom sa mierne narudi retroorbitalny
plexus. Kritkodoby mierny stres spdsobeny manipuldciou a
obmedzenim pohybu. Bolest’ stredna. Trvanie 1 minttu.

Zohl’adnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipulécii so zvieratami sa ‘budt dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat
huménne a nebude sa im vyvijat prebytofny stres. Zvieratd st chované v podmienkach
vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukcia:

Stanoveny polet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$Sej moZnej miere a zaroveil zabezpedujuci
Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Stanoveny polet zvierat sa opiera o nase
p1edchadzajuce experimenty. Ukazalo sa, Ze polet zvierat v skupme mensi ako 20 nie je dostatoéne
Statisticky relevantny, ked’Ze aj u zvierat sa vyskytuje uréitd miera variability.

Nahradenie:

Sugasnd vrovefi vedeckého poznania neumoZiiuje testovat' efektfvnost vakcin (pasivaych aj
aktivnych) v in vitro podmienkach. Z legislativneho hladiska nie je moZné dany experiment
vykonavat’ priamo na I'ud’och, bez predchadzajiceho otestovania na laboratérnych zvieratach.

Zvierata nebudu vystavené opidtovnému pouzitin ani kumulativnemu Géinku.
Projekt nevyZaduje spétné postdenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos -

Zvieratd v danom experimente nebudi vystavené utrpeniu. Zvierat4 dostivaju nizke davky davky
protilatky, ktoré nespdsobujl Ziadnu nebezpednu reakciu, ktora by viedla k poskodeniu organizmu.
Intraperitonedlna aplikdcia vakciny trvd niekolko sekind. Odber krvi sa vykondva sa na
sedovanych zvieratdch. Po odbere budi zvieratdi humdinne usmrtené. Ziskané informécie
z predkladaného experimentu vyznamne napomdZu pr1 vyvoji efektivnej vakciny zameranej na
lie€bu 'udskych neurodegeneraénych ochoreni.

Zagiatok pokusu je planovany na na 1.1.2017 abude sa 1'ealizovat’ v priebehu necelych dvoch
rokoch, do 31.12.2018.

" Zvieratd nebudi vystavené opitovnému pouzitiu.

Projekt nevyZaduje spitné postdenie (podl'a Nariadenia vlddy SR ¢&. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Infekéné formy tau proteinu v Pudskych tauopatiach. &% 24 <22 Tc_

Podrobny uéel projektu: '

Projekt je pokraovanim predchadzajiceho projektu s rovnakym nédzvom, s tym, Ze sa budd okrem
potkanich animalnych modelov vyuzivat aj mySacie animéalne modely, Cielom predkladaného
projektu je identifikovat’ jednotlivé kmene infekénych foriem patologicky pozmeneného proteinu
tau, ktoré si zodpovedné za $irenie neurofibrilarnej patoldgie v mozgu pacientov postihnutych
neurodegeneraénymi tauopatiami (napr. Alzheimerova choroba). Kede patologicky pozmeneny
protein tau je tvoreny stovkami réznych kmefiov, z ktorych pravdepodobne len niektoié disponuju
infekénymi vlastnostami, je nevyhnutné identifikovaf prave tie, ktoré sa dokéZu §irit v mozgu
avtomto procese navodzovat’ neurofibrilarne zmeny. Tieto poznatky je moZné ziskat’ po vpraveni
presne ocharakterizovanych kmetiov proteinu tau do mozgu experimentilnych potkanov a mysi
asledovat’ §irenie jednotlivych kmefiov v animalnom modeli.

Pre ucely projektu sa bude pouzivat mozgove tkanivo pacientov postihnutych Alzheimerovou
chorobou (AD) a dal§imi tauopatiami (Pickovou chorobou PiD a Progresivnou supranukledrnou
obrnou PSP, Cortikobazalna degeneracia CBD). Ludské izolaty budi  nasledne rozdelené do
jednotlivych frakcii, z ktorych ziskame na zaklade velkosti rozne kmene taudnov. Takto pripravené
formy proteinu tau budi vpravené do mozgove] kéry a hipokampu, pripadne aj do inych &asti
mozgoveho tkaniva animalnych modelov. Budi sa vyuZivat' transgénne aj netransgénne potkanie
a mySacie linie. Ked'Ze je silny predpoklad, Ze r6zne kmene maji v jednotlivych linidch rozdielny
potencial vyvolat’ S$irenie neurofibrilirne; patologie. Aplikdcie budi vykonané s pouZitim
stereotaktického aparatu. Této metéda je v nafom laboratériu zabehnuta a vykonéva ju zaSkoleny
- personal. '

Popis operacie: Pred operéaciou budd zvierata uvedené do hlbokej anestézie kombinAciou anestetik
Zoletyl 100mg/ml (Tiletamine, Zolazepam) a Xylariem 20mg/ml (Xylazine), v pomere 3:5, ktoré
budil podané intraperitonealne. Intraperitonedlne podanie anestetk je beZne pouZivand metdda,
ktord je u hlodavcov uprednosttiovand pred intravendéznym podanim kvoli ahSej a rychlejsej
manipuldcii so zvieratami a ziroves zabezpe€uje rychly nastup uéinku. Po tom, o sa uistime, Ze je
zviera v hlbokej anestézii, bude pripevnené do stercotaktického aparatu vdaka ktorému sme
schopny presne uréit’ miesto podania. Podas celej operacie a po nej budd zvieratd udr¥iavané pri
teplote 37°C, aby nedoslo k ich podchladeniu. Zvieratdm najprv nastrihneme kozu na hlave (lcm
rana), aby sme odkryli lebku, potom podla presne uréenych koordinatov vyvftame maly otvor do

lebky (1mm). Samotna aplikicia patologicky pozmenenych proteinov tau bude prebiehat’ &o o

—====najpomalie; maximalne=0;5~nl/minPodivat buderie rézny objem, do jednej alebo do oboch
hemisfér, aby sme zabezpedili dostatoné mnoZstvo -podavanej latky a zaroveti nebola Jjej
koncentracia prili§ vysoka. Po aplikdcii nechame ihlu v mozgu este d'alsich 5 - 8 mintt, aby sme
zabranili vytedeniu poddvaného materidlu von a potom ju pomaly aopatreme vytiahneme.
Poslednym krokom operdacie je zositie rany a jej dezinfekcia, aby sme zabranili nechcenej infekeii.
Poopera¢nu bolest’ budeme tlmit’ analgetikami. Zdravotny stav zvierat budeme sledovat’ kazdy den.

Aplikacie prebehnu v niekolkych krokoch. Postupne sa budu aplikovat’ rézne kmene patologicky
pozmeneho proteinu tau, ktoré boli izolované z pacientov postihnutych tauopatiami. budeme menit
objem, kontrolovat’ vhodnost’ koordinatov,atd’ , :

V druhej Casti projektu sa planujeme zamerat na popisanie tlohy imunitného systému a trovne
neurozapalu v $freni neurofibrilérnej patolégie v mozgu. Potkanie a my3acie animalne modely budd
vystavené uéinku lipopolysacharidu gram negativnych baktérif (LPS), ktory t&inkuje ako induktor
silnej imunitnej odpovede a ma prozépalové ucinky alebo naopak, prostrednictvom nesteroidnych
antiflogistik (NSAID) bude imunitna odpoved’ zvierat potladena. Podas experimentu budi zvierata
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monitorované pomocou kombin4cie elektrofyziologickych, zobrazovacich, opto genetickych,
farmakogenetickych technik. Podrobné mapovanie aktivity buniek zodpovednych za imunitni
odpoved’ mozgu umoZni porozumenie ulohy imunitného systému na $irenie patolégie a tGroveri
kognitivnych zmien.

Niektoré skupiny zvierat budd testované réznymi behavioralnymi testami (Morisovo vodné
bludisko, novel object recognition, catwalk...). Behaviordlne testy sa budi vyurivat na
odsledovanie pripadnych kognitivnych a motorickych zmien po aplikécii patologickych foriem tau
proteinu. ‘ ‘
Dalsim krokom prace bude behavioralne otestovanie zvierat, budi sa pouzivat’ rézne behavioralne
testy, ktoré su na naSom pracovisku zabehnuté (Morrisovo vodné bludisko, test rozpoznivania
nového objektu, atd’.). Niektoré skupiny zvierat budti chované v obohatenom prostredi a budu
hodnotené oproti skupindm bez obohateného prostredia za u€elom zistenia, ¢i aktivna stimuldcia
mozgu dokaZe spomalit’ alebo zastavit’ §irenie neurofibrildrnej patoldgie v mozgu zvierat. ,
Morrisovo vodné bludisko: Zvierata budu testované v Morrisovom vodnom bludisku poéas 7 po
sebe nasledujticich dni. V prvej Casti testu, tzv. ,spatial acquisition® faze budu zvieratd testovans 4x
kazdy defi poéas prvych 4. dni, priom platforma bude umiestnend v SV kvadrante. Zvieratd sa
budil uéit’ orientovat’ sa na zaklade obrazkov v tvare trojuholnika, §tvorca a kruhu umiestnenych po
stenach v okoli bazénu. Ako aj schopnost’ naugit sa a zapamitat’ si umiestnenie platformy. Budeme
hodnotit’ €as, za aky zvierat4 najdu platformu(s) a tiez dizku, ktord naplavaja (m). Na piaty defi sa
platforma vyberie z Morrisovho vodného bludiska, tzv. probe test a zvieratd nechame plavat’ 60s,
pri€om sa bude hodnotit’ &as, ktory stravia v jednotlivych kvadrantoch. Na 6. defi, sa platforma
znova umiestni do bazénu, aviak zmenime umiestenie do kvadrantu JZ (juho-zapad), tzv. ,reversal
acquisition” test. Této fiza testu sliZi na zhodnotenie schopnosti zvierat ,,uhasit™ predchadzajice
ugenie miesta platformy, zorientovat' sa a ndjst’ v o najkrat§om &ase nové umiestnenie platformy.
Na d'al8i dei sa znova platforma vyberie, tzv. »reversal probe* test.

Test rozpoznavania nového objektu: je vyuzivany na hodnotenie pamiiti zvierat na ziklade ich
prirodzenej schopnosti rozoznat’ novy objekt v zndmom prostredi. Test pozostiva z troch faz. V
prvej sa zviera habituuje na prostredie testovacej komory (1 hodina). V druhe; (tréningovej), su do
komory umiestnené dva rovnaké nezname predmety, ktoré mdZe zviera explorovat’ desat’ mintt. V
tretej fdze (testovacej) sa jeden z predmetov nahradi novym, pre zviera nezndmym predmetom
a zviera je do arény vloZené na desat’ minit. Sleduje sa ¢as traveny exploraciou nového objektu,
frekvencia navitivenia zény tohto objektu a latencia, teda Gas od zadiatku testovania po prvé
navstivenie zony tohto objektu. ‘
Catwalk: Catwalk predstavuje plne automatizovany systém pre komplexné vyhodnotenie chédze
zvierat. Niekolko dni pred zadiatkom testu experimentator pravidelne manipuluje so zvieratami,
aby sa minimalizoval stres zvierat poéas priebehu testu. Zvieratd budd testované vZdy v rovnakom
Case medzi 13-16h v troch po sebe nasledujticich diioch. Budi robené Styri opakovania korektného

priebehu testu. Mozgové tkanivo experimentélnych zvierat bude urdend pre histopatologické a

~biochemické-analyzy; prostrednictvom ktorych identifikijeme kmeme s infekénymi vlastnostami a
-potencidlom vyvolat’ $irenie neurofibrilarne; degeneracie v jednotlivych linidch. Po dosiahnuti
termindlneho alebo iného predom uréeného veku, budd vSetky zvieratd usmrcované v celkove;
anestézii, do ktorej budi uvedené kombindcion anestetik Zoletyl 100mg/ml (Tiletamine,
Zolazepam) a Xylariem 20mg/ml (Xylazine),v pomere 3:5 anasledne vykondme perfuziu
s roztokom PBS a so 4% paraformaldehydom. Popis perfizie a odberu mozgu: Po uisteni sa, e
zvieratd boli uvedené do hibokej anestézie, buda pripevnené na podlozku. Zvieratdm otvorime
hrudnt dutinu, prestrihneme ugko prave; predsiene a priskrtime brugnd aortu. Do Pavej komory
okamZite zavedieme ihlu, ktorou bude do tela potkana prudit’ roztok PBS s heparinom (10 IU/ml)
po dobou jednej minuty (10 ml roztoku). Po jednej mintite vymenime roztok PBS za 4%
paraformaldehyd, ktory bude do tela pridit’ 7 minit. Pri mysSacich liniach priebeh perfiizie bude
trvat’ 3 minity. Perfiizia so 4% paraformaldehydom ndm zabezpedi preciznu fixdciu tkaniva. Po
prebehnuti perfiizie budd zvieratd dekapitované a opatrne im vyberieme mozog.
V pripade odberu vzoriek na biochemick analyzu, perfizia vykondme iba PBS, bez pouzitia PFA.
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Projekt prebehne v niekol’kych Ciastkovych experimentoch:
Kontrola na overenie miesta podania- max. 5 zvierat z kazdej linie
Izolat z pacientov s AD —rdzne frakcie

Transgénne potkanie potkany-400

Netransgénne potkany-200

Transgénne mySacie animalne modely- 400

Mysacia linia C57BL/6NCrl/ netransgénne-150

Maximalny pocet pouzitych zvierat podas priebehu experimentu bude:

- 610 potkanov, vo veku priblizne 8 tyZdnov, z toho transgénnych 405 a netransgénnych 205
- 570 mysi, z toho transgénnych 420 a netransgénnych 150.

Budt pouzité samce aj samice.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Zamerom predkladaného projektu je identifikovat’ a charakterizovat infekéné formy protenu tau
v biologickych systémoch. Patologicky pozmeneny protein tau je tvoreny stovkami réznych
kmefiov, zktorych st pravdepodobne infekéné a schopné $irenia neurofibrilarnej patolégie len
niektoré, preto je nevyhnutné identifikovat’ préve tieto formy.

KedZe progres neurodegeneraénych zmien prebiehajicich v mozgu pacientov postihnutych
niektorou z tauopatii, ako aj ziskanie kompletnej imunitnej odpovede mozgu na podnet akym je
pritomnost’ infekénych foriem proteinu tau nie je moZné simulovat’ v podmienkach in vitro,
animalne modely pre nas ostdvaju aj nad’alej jedinou moZnou variantou schopnou poskytnit’ tidaje,
ktoré sa v €o najviéej miere priblizuju procesom odohrévajiicim sa v mozgu pacientov. Jednotlivé
formy proteinu tau budi ocharakterizované  a vpravené¢ do mozgovej kéry experimentalnych
potkanov a my$i. Takymto spdsobom identifikujeme kmene, ktoré su schopné infikovat’ neurény
a §irit’ sa v mozgu.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu Ll BEE i

ViZenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest’
Ziadna. Trvanie 1-2 mimity. '

Kratkodoba fixdcia ‘Standardné metéda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny

a intraperitoneilna manipuléciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slab4. Trvanie

injekcia anestetik 30 sekind. '

Stereotakticka Nastrihnutie koZe na hlave (1cm rana), vyvitanie malého

aplikacia v celkovej otvoru do lebky (Imm), zoSitie rany. Po-operaéna bolest’

anestézii bude utlimen4 analgetikami

Implanticia Nastrihnutie koZe na hlave (Icm rana), vyvitanie malého otvoru

kranialneho okna do lebky (priemer 3 mm), aplikicia sterilného krycieho skligka,

' oSetrenie okolia rany. Po-operaénd bolest’ bude utlmena

analgetikami. '

Perfuzia zvierat Otvorenie hrudnej dutiny, zavedenie ihly do Favej komory
srdca. Cez ihlu bude prenikat’ do celého tela zvierata roztok
PBS s heparinom a nésledne PFA. Prebehne v celkovej
anestézii. Bolest’ slaba. . ' .

Zaznamendvanie Standardn4 metdda. Zvierata su pocas akutnych pokusov v

elektrofyziologickej celkovej inhalagnej anestézii. Bolest’ Ziadna. Trvanie 1-8
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aktivity neurénov in- | hod.

vivo Chronické pokusy buda vykonavané Standardnymi
metodami uréenymi pre pracu s imobilizovanymi
hlodavcami. Bolest' Ziadna. Kratkodoby mierny stres
spbsobeny manipulaciou a cca 20s imobilizaciou pri
pripajani aparatury. Trvanie 1-2 hod.

Zaznamenavanie Standardnd metdda. Opakovand inhalaéné anestézia pri
Struktiry neurénov chronickych pokusoch. Trvanie 1-2 hodiny. Kratkodoby
pomocou mierny stres spésobeny manipulaciou a tvodom do
multifotonového anestézie. :

mikroskopu

Behavioralne Morisovo vodné bludisko, catwalk, pripadne iné testy.
testovanie Pred zaatim testovania st zvierata handlované, aby sa

minimalizoval stres. Bolest’ Ziadna.

Zjemenie: _

Pri manipuldcii so zvieratami sa budd dodr¥iavat interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat” humanne a v najviéej moZnej miere sa budeme snazif eliminovat’ stres, pretoZe stres
neziaduco ovplyviluje experiment. Starostlivost’ zabezpedi jedna osoba, na ktora si zvierata zvykli.
Podet zvierat v chovnej nddobe zohl'adtiuje normy dané zdkonom, potkany si chované v pocte 4-5
zvierat na chovnti nadobu, a mysi v poéte 5/chovni nadobu, aby sme zabezpetili socidlne interakcie
medzi zvieratami. Zvieratd si chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a
sociologickym potrebam. Operacia prebehne v celkovej anestéze, po jej ukondeni budt zvieratam
podédvané analgetikd na tiSenie bolesti, perfizia sroztokom PBS a4% paraformaldehydom
a dekapitacia prebehnti v celkovej anestéze.

Redukcia:

Navrhovany podet zvierat je minimalizovany v &o najvy$sej moZnej miere a zaroveti zabezpedujici
Statistickd relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Poéty zvierat pre jednotlivé skupiny experimentov
budi zohl'adfiovat’ konkrétne postupy, napr. skupiny, v ktorych budu robené aj behavioralne testy
budt pre lep§ie vyhodnocovanie vysledkov pozostavat z véSieho poctu zvierat (max. 20). Uvedené
mnozstva pouzitych mySacich a potkanich modelov st maximalne pocty, akonahle sa ndm podari
ziskat’ relevantné vysledky, zvy¥né zvieratd pouzité nebudr. '

Nahradenie:
Stasna troveil vedeckého poznania ndm neumozifuje sledovat’ $irenie infekénych foriem protefnu
tau vin vitro podmienkach azaroveti ziskat relevantné vysledky v&o najvic$ej miere

odzrkadlujuce deje prebiehajice v mozgu pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou alebo inou

~pribuznou tauopatiou. Animalny model je tieZ nevyhnutny aj pre dalsie pokusy, kde po aplikacii
proteinu tau do mozgu budeme sledovat’ vplyv imunitného systému a irovne neurozapalu na $irenie
neurofibrilarnych zmien v mozgu, o nie je moZné v in vitro systémoch. Z legislativneho a etického
hl'adiska nie je moZné dany experiment vykondvat na huménnych pacientoch.

Zisada nahraditel’nosti zvierat ,

Pre hl'adanie alternativnej metédy sme pouzili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nena8li Ziadnu alternativou
metddu, ktort by sme mohli pouZif' vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Pri¢ina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostdva neznama. Na pochopenie kompletne;j
patogenézy tychto neurodegeneraénych ochoreni je nevyhnutné pochopit’ kompletni kaskadu dejov
a ich spustadov. Je zndme, e neurofibrilarna patoldgia sa Siri v mozgu pacientov v &asovo
a anatomicky definovanych sekvencidch, aviak konkrétne kmene patologicky pozmeneného
proteinu tau zodpovedné za infekéné vlastnosti a schopnosti Sirenia neboli doposial’ identifikované
a charakterizované. Predpokladany prinos projektu zahffia identifikdciu kmefiov s infekénymi
vlastnost’ami a schopnostou §irenia v mozgu pacientov s Alzheimerovou chorobou a tie popisanie
vplyvu drovne neurozidpalu na §irenie neurofibrilirnej patolégie. Podas vietkych tkonov
eliminujeme stres a utrpenie zvierat, t. z. vietky ukony na zvieratdch, ako intracerebralna injekta? a
perfuzia, budu prebiehat’ v tplnej anestézii a po prebrati z anestézie im budd podavané analgetika.

Zatiatok pokusu je planovany na 1.12.2016 a bude sa realizovat pocas nasledujucich troch rokov,
do 31.12.2019.

Zvierata nebudt vystavené opétovnému pouZitiu.

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

Nazov projektu:

Testovanie biologickej aktivity a S$trukturilnej integrity imunogénu v biologickom
testovacom systéme - 44 2 4 / J6-22 00 ,

Podrobny ucel postupu:

Alzheimerova choroba, rovnako ako vela d’al§ich neurodegeneraénych ochoreni, sa spdja s
akumulaciou abnormaélnej formy proteinov v centralnej nervovej sustave, ktora sposobuje
degeneraciu a naslednt dysfunkciu neurénov. Podl'a su¢asnych Statistik trpi Alzheimerovou
chorobou 24 miliénov I'udi a kazdy rok sa toto ¢islo zvagsi o 4,5 miliona novych pripadov. Podla
predpokladov podet pacientov do roku 2040 stiipne celosvetovo v priemere o 200 percent. Sucasne
liedebné postupy spoéivaju najmi v symptomatickej a podpornej terapii aviak terapia kauzalna
zatial’ neexistuje.

Projekt je pokragovanim predchddzajiuceho projektu s rovnakym nazvom. Jeho cielom je testovat’
biologick aktivitu a §trukturdlnu integritu vakciny uréenej na klinické testy. Testovanie m6Ze
prebiehat’ len v biologickom testovacom systéme. Schopnost’ produkovat’ imunitnt odpoved’ je
povaZzovana za jednu z najdélezitej§ich vlastnosti potrebnych pre stanovenie stability imunogénu.
Téato forma testovania je pozadovana regulaénymi organmi EU (EU: Directive 75/318/EEC as
amended, jul 1996; ICH: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: STABILITY
TESTING OF BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS (Q5C)). Imunogén je
odvodeny z proteinu tau, ktory zohrdva ki¢ovu tllohu v patogenéze Alzheimerovej choroby a
pribuznych tauopatii. Imunogén je netoxicky a vel'mi dobre ho experimentalne zvieratd zvladaju.
Pri prezentacii projektu bol kladeny d6raz na vyznam $tudovanej problematiky a d6lezitost’ pouZitia
animéalneho modelu (my$) pre ziskanie biologickych vzoriek. Boli pre§tudované mozné alternativne
pristupy, ktoré by umoZnili nahradit’ zvieratd za bunkové systémy. Komplexnost’ sledovanych
molekularnych procesov si viak vyzaduje pouzit’ cicavéi model. Pokusy st navrhnuté v stlade s
legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuji na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Projekt prebehne v niekolkych ¢iastkovych experimentoch:
e 86 experimentov, po 6 ks v skupine. Celkom 86 x 6 = 510 mySi.

Celkom bude pouzitych 510 my8i C57 (samice) vo veku priblizne 6 tyZdiiov.

experimentu.

e Vdeitl, 8 al5 sakazdej mySke v experimente aplikuje testovany imunogén subkutannou
injekciou v davke 300 pl pro toto.

eV def 22 sa zvieratdm odoberie krv z retroorbitilneho plexu v objeme asi 100-150 ul.
Celkovy objem odobratej krvi od kaZdého zvierat'a neprekracuje stanovene normy.

» Mysky potom ostani v experimente bez d’alej terapie a krv sa podobnym spésobom
odoberie este na konci mesiacov 3, 6,9, 12 a 15.

¢ Nasledne budii zvierata z experimentu vyradené a humanne usmrtené v silade so zakonom:
anestézia a dislokacia krénych stavcov. |



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Opodstatnenost’ pokusu a poufitie zvierat v pokuse

Testovanie schopnosti imunogém navodit’ imunitni odpoved je povazované za §tandardni metddu
testovania jeho biologickej aktivity. Vzhl'adom na skuto¢nost’, Ze v sucasnosti nie je dovolené tieto
metddy skimat’ na Fudskych pacientoch, a na fakt, Ze dany experiment sa v sa¢asnosti neda
vykonat’ v podmienkach in vitro, je pouzitie animélnych modelov nevyhnutné.

Manipulacia so zvieratami:

Charakteristika
postupu

Vplyv na zviera

VaZenie zvierat

Kratkodoby mierny stres sposobeny manipulaciou. Bolest’ Ziadna.
Trvanie 1-2 minuty. '

Kratkodoba fixacia
a subkutdnna injekcia
(3x v intervaloch 7 dni)

Standardna metoda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na krku.
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou a obmedzenim
pohybu. Bolest’ slabd. Trvanie 1 minutu.

Odber krvi
(retroorbitalny plexus)

Standardna metdda. Zviera sa fixuje za koznt riasu na krku. Poda sa
poloviéna davka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihu ako je

zviera sedované sa sklenena kapilara jemne zasunie pod oénu gul'u
a krazivym pohybom sa mierne narusi retroorbitalny plexus.
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuléciou a obmedzenim
pohybu. Bolest strednd. Trvanie | minttu.

Standardna metdda. Zviera sa fixuje za kozmi riasu na krku.
Intraperitonedlne sa poda anestetikum v davke 100pl. Cervikdlna
dislokacia sa vykond v anestézii. Bolest’ slabd. Trvanie 30 sekund

Usmrtenie v anestéze
dislokaciou krénych
stavcov

ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipulacii so zvieratami sa budu dodrZiavat’ interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’” humanne a nebude sa im vyvijat’ prebytoény stres. Niekolko nezavislych Studii
preukézalo, Ze stres vyznamne modifikuje imunitni odpoved’, ¢o je v pripade naSho experiment
neziaduce. Starostlivost’ zabezpeduje jedna osoba, na ktord si zvieratd zvykli.. Zvierata su chované
v polte 5 zvierat na chovnti nadobu, aby sme zabezpeéili socialne interakcie medzi zvieratami.
Zvierata st chované v podmienkach vyhovujtcich fyziologickym a sociologickym potrebam. Odber
krvi sa vykonava v &iastkovej anestézii, aby sme utlmili bolest’ spdsobenti odberom krvi.

Redukecia:
Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v ¢o najvysSej moznej miere a zaroven zabezpe€ujuci
Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie:

Studasna urovenn vedeckého poznania neumozZiiuje sledovat’ biologicku uéinnost’ peptidového
imunogénu v in vitro podmienkach. Pri imunizécii sa sleduje celkovy titer protilatok, typ imunitne;
odpovede, ako aj §pecifickost’ protildtok, ktoré vznikli po imunizécii. Z legislativneho hPadiska nie
je moZné dany experiment vykonavat’ na humannych pacientoch.

Zasada nahraditel’nosti zvierat
Pre hladanie alternativnej metddy sme pouZili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NICEATM-ICCVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme

2
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nenasli Ziadnu alternativnu met6du, ktora by sme mohli pouZit' vo svojom projekte, aby sme
nemuseli vykondvat’ experimenty na zvieratach.

Utrpenie versus prinos
Pritina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostdva nezndma. Désledkom tohto stavu je
absencia u€innej liecby. Imunologické postupy vo vyskume Alzheimerovej choroby priniesli uz
niekol’ko prevratnych objavov, napr. identifikdcia proteinu tau a beta amyloidu — dvoch kli¢ovych
molekul zodpovednych za patologické zmeny viazané na ochorenie. Imunizicia zvierat vedie
k produkeii Specifickych protilatok, ktoré st d6lezité na mapovanie chorobnych zmien tau protefnu.
KedZe tau protein je prirodzene neusporiadany protein, ktory nema stabilnu $truktiru, neexistuje
ind moZnost' ako mapovat’ patologické zmeny tau proteinu, ako pouZivat' Specifické protilatky,
ktoré vznikaji po imunizacii.
Predpokladany prinos:

1) Testovanie biologickej aktivity vakciny a jej Zivotnosti

Zactiatok pokusu je planovany na 1.12.2016 a bude sa realizovat’ podas nasledujucich troch rokov,
do 31.12.2019.
Zvieratd nebudu vystavené opitovnému pouitiu.

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

Nazov projektu:
Imunoterapia Alzheimerovej choroby: testovanie @ic¢innosti aktivnej a pasivnej vakciny
Podrobny tcel postupu: 447 @/ 142242

V populacii stipa kazdy rok podet pacientov s Alzheimerovou chorobou. Sudasni terapia je
zamerana na symptomatické potlatenie ochorenia a podporné mechanizmy, ale nerie$i kauzalny
pristup. Aj preto sa v sti€asnosti hl'adaji nové pristupy a spdsoby terapie, ktoré by vedeli ovplyvnit’
molekularne mechanizmy zodpovedné za prepuknutie a progres ochorenia. Jednym z moznych
terapeutickych pristupov je pasivna a aktivna imunoterapia Alzheimerovej choroby. Pri vyvoji
vakein je dolezité stanovit’ optiméalnu dédvku, ktora by mala vyvolat’ protektivnu protildtkovi alebo
bunkovil imunitni odpoved’. Z uvedeného dovodu je vzt'ah ,,dose-response® délezitym kritériom
pripravy efektivnej vakciny ¢&iuZ bunkového alebo protilatkového typu.

PredloZeny projekt ma za tlohu testovat’ uginnost’ aktivnej a pasivnej vakciny na transgénnych
modeloch. Pri testovani aktivnej vakciny budeme sledovat’ vplyv velkosti davky vakciny na
hladinu- indukovanych protilatok aterapeuticki u&innost vakeiny. Zvieratdim bude v réznych
intervaloch (4, 6 a 8 tyzdiiov) subkutdnne aplikovand vakcina (imunogén) s ciefom vyvolat’
dostatotnu  hladinu protildtok navodzujlcu terapeuticky efekt. Pri testovan pasivnej vakciny
(mySia monoklonova protildtka) budeme sledovat vplyv davky (tri rézne davky protilatky) na
terapeuticku G¢innost’ vakeiny v transgénnych mySiach. Monoklonova protilitka bude zvieratdm
aplikovand intraperitoneédlne v dvojtyzdfiovych intervaloch.

Dva tyZdne po poslednej davke (po ukonfeni imuniza&nej schémy) odoberieme zvieratdm krv z
oéného splavu a humanne usmrtime. Mozgové tkaniva budu pouZité na imunohistochemicku
a biochemick analyzu terapeutického efektu. Sérum bude pouZité na analyzu hladin protildtok
indukovanych vakcinou a analyzu tau proteinu. Celkovy objem odobratej krvi od kazdého zvierata
neprekrodi stanovené normy.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Prestudovali sme vSetky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoZnili v danom experimente
nahradit’ zvieratd za iny biologicky testovaci systém. Na selekciu optimalnej davky vakeiny a jej
terapeutického G€¢inku je viak nevyhnutné pouZit’ imunitny systém transgénnych zvierat. Na tento
typ experimentov pouZijeme transgénne my$i a potkany, exprimujtice rézne formy tau protefnov.
Vzhladom k tomu, Ze tieto dva Zivolifne druhy mézu odli§ne reagovat na testovani davku

——vakeiny, pouzijeme-oba spominané-druhy zvierat. Pokusy si navrhiuté v stlade s legislativaymi a
etickymi normami, ktoré sa vzt'ahujii na pracu s laboratérnymi zvieratami.

" Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika | Vplyvnazviera

postupu | . L ..

Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuldciou. Bolest’
: Ziadna. Trvanie 1-2 minuty.

Kratkodoba fixacia Standardn4 metdda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny

a subkutinna injekcia manipulaciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 0.5 -

(1x za mesiac) 1 minutu.
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Odber krvi Standardna metéda. Zviera sa fixuje za koZni riasu na krku. Poda
(retroorbitalny plexus) sa polovi¢nd dévka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihu ako
' je zviera sedované sa sklenen4 kapildra jemne zasunie pod oénu
gulu a kriZivym pohybom sa mierne narus retroorbitalny
plexus. Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou a
obmedzenim pohybu. Bolest’ stredna. Trvanie 1 minttu.

Zohl’'adnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipulacii so zvieratami sa budt dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchddzat
huménne a nebude sa im vyvijat prebytodny stres. Zvieratd st chované v podmienkach
vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

- 'Redukcia:

Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v &o najvy$Sej moZnej miere a zaroveti zabezpelujici
Statisticktl relevantnost” dosiahnutych vysledkov. Stanoveny pocet zvierat sa opiera o nase
predchadzajice experimenty. Uk4zalo sa, Ze podet zvierat v skupine mensi ako 20 nie je dostatoéne
Statisticky relevantny, ked’Ze aj u zvierat sa vyskytuje urditd miera variability.

Nahradenie: ‘ ,

Suasna trovell vedeckého poznania neumoZfiuje testovat efektivnost vakcin (pasivnych aj
aktivnych) v in vitro podmienkach. Z legislativneho hl'adiska nie je mozné dany experiment
vykondvat’ priamo na I'ud'och, bez predchadzajticeho otestovania na laboratérnych zvieratach.

Zvieratd nebudt vystavené opétovnému pouzitiu ani kumulativnemu tGéinku.
Projekt nevyZaduje spétné postdenie (podFa Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Zvieratda vdanom experimente nebudd vystavené utrpeniv. Zvieratd dostivaju nizke davky
netoxickej monoepitopovej vakciny alebo nizke dévky protilatky, ktoré nespOsobuju Ziadnu
nebezpednl reakciu, ktord by viedla k poskodeniu organizmu. Subkutdnna aj intraperitonealna
aplikacia vakciny trvad niekol’ko sektind. Odber krvi sa vykonava sa na sedovanych zvieratich. Po
odbere budu zvieratd huménne usmrtené. Ziskané informicie z predkladaného experimentu
vyznamne napomdzu pri  vyvoji  efektivnej vakciny zameranej na liecbu Tudskych
neurodegenera¢nych ochoreni.

Zatiatok pokusu je planovany na na 1.1.2017 abude sa realizovat’ v priebehu necelych dvoch .~

rokoch, do 317122018,
Zvieratd nebudu vystavené opédtovnému pouzitiu.

Projekt nevyZaduje spétné posudenie (podla Nariadenia vlady SR ¢.377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

Priprava monoklonovych protilatok $pecifickych k patologickym formam tau proteinu a inym
proteinom

Podrobny tigel postupu: L Zﬁ/ df-z21 f

Alzheimerova choroba je charakteristickd akumuldciou patologicky modifikovanych foriem tau
proteinov v centrélnej nervovej sustave, ktord spésobuje degenerdciu a naslednt dysfunkciu
neurénov. V sucasnosti trpi tymto ochorenim viac ako 20 miliénov I'udi a Statistiky zaznamenavaju
4 aZ 5 milibnov novych pripadov roéne. Stcasné ledebné postupy spoéivajii najmi
v symptomatickej a podporne;j terapii aviak terapia kauzélna zatial’ neexistuje.

Projekt je pokracovanim predchddzajiceho projektu so zameranim na pripravu monoklonovych
protilatok (MP) namierenych voé&i réznym formim tau proteinu a inym rekombinantnym
proteinom. Monoklonélne protilitky vd’aka svojej vysokej Specifickosti sliZia ako extrémmne
citlive Strukturne sondy pre vyskum, diagnostiku a terapeutické aplikacie. ‘

Tau protein je jednym z hlavnych znakov neurodegenera&ného procesu pri Alzheimerovej chorobe.
V procese vyvoja Alzheimerovej choroby je moZné pomocou monoklondlnych protilatok detekovat’
r6zne patologicky modifikované formy tau proteinu. PretoZe patologicka fosforylacia tau proteinu
zohrava kIi¢ovi ulohu pri vyvoji a progresii ochorenia, zaujem vedeckej verejnosti sa zameriava
na identifikiciu fosforylaénych miest zapojenych do formovania patologickych §truktir typickych
pre toto ochorenie. Priprava MP vo¢i fosfoepitopom zodpovednym za patologické procesy ndm
umozni determinovat’ funkény vyznam takychto epitopov a poukézat’ na moZny vztah k vyvoju
neurodegeneracie. Navy$e, pomocou ziskanych protilatok bude mo#né identifikovat stategicky
vyznamné antigénne determinanty (epitopy) ako potencidlne terapeutické ciele.

Ako pokusné zvieratd budu shizit my$i BALB/c (samitky). Imunizicia patologickymi formami
tau proteinu navodi u tychto my$i imunitni odpoved’. Slezinové bunky my$i budu pouZité na
pripravu hybridémov produkujiicich monoklonové protilatky. Pokusy mna mySiach st navrhnuté
vsulade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na précu s laboratérnymi
zvieratami.

Celkom bude pouzitych 100 mys{ Balb/c (samice) vo veku priblizne 6 tyzdiiov.

Po vstupnej karanténe a veterindrnom vySetreni budu zvieratd preradené do prislu§ného
experimentu.

* KaZdej mySke v experimente sa aplikuje testovany antigén (rozne fdrmypatolo gického tau
proteinu) subkutdnnou a intraperitonedlnou injekciou v davke v 200ul fyziologického
roztoku s kompletnym a inkompletnym Freundovym adjuvantom. Zvierat4 dostant 3-5
dévok antigénu v mesaénych intervaloch s cieFom ziskat dostatodni imunitnt odpoved.

¢ 10-14 dni po poslednej imunizaénej ddvke sa zvieratdm odoberie krv z retroorbitalneho
plexu v objeme asi 100-150 ul s ciePom stanovit’ titer imunizaciou indukovanych protilatok
v sérach zvierat. Celkovy objem odobratej krvi od kazdého zvierata neprekracéuje stanovend
normy.

* Zvieratd budi nasledne v roznych &asovych intervaloch od poslednej davky (3,6,9,12
mesiacov) postupne humanne usmrtené v stilade so zdkonom: anestézia a dislokécia krénych
stavcov.
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* Rozhodnutie o usmrteni je nevyhnutné pre ziskanie sleziny ako zdroj plazmatickych buniek
na pripravu hybridémov produkujicich monoklonové protilatky. V tomto pripade nie je
moZné zachovat’ Zivot zvierata.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Ciefom projektu je priprava monoklonovych protilatok namierenych vo&i patologicky
modifikovanym formém protefnu tau, ktoré ndm umo¥nia determinovat funkény vyznam epitopov
zodpovednych za patologické zmeny a poukdzat’ na moZny vztah k vyvoju neurodegeneracie.
Zaroveil bude moZné identifikovat stategicky vyznamné antigénne determinanty (epitopy) ako
potencialne terapeutické ciele. Vzhladom na fakt, Ze dany experiment sa v stucasosti ned4 vykonat
v podmienkach in vitro, ked'ze $pecifické protilatky vznikaju po imunizacii zvierat, ani na Fud’och,
. je pouZitie animalnych modelov nevyhnutné.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika | Vplyv na zviera

ostupu - : ~ ,
Vézenie zvierat | Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest

Ziadna. Trvanie 1-2 mintity.

Kratkodoba fixacia, Standardnd metéda. Zviera sa fixuje za koznti riasu na krku.
subkutédnna a Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou
intraperitonedlna injékcia | a obmedzenim pohybu. Bolest slab4. Trvanie 1 mintitu.
Odber krvi Standardnd metdda. Zviera sa fixuje za koznt riasu na krku.
(retroorbitélny plexus) Podad sa poloviéna ddvka anestetik na utlmenie bolesti. V

okamihu ako je zviera sedované sa sklenen4 kapilara jemne
zasunie pod oénd gulu a krtZzivym pohybom sa mierne narusi
retroorbitdlny plexus. Kratkodoby mierny stres spOsobeny
manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ stredna. Trvanie 1

.| minttu.
Usmrtenie v anestéze Standardnd metéda. Zviera sa fixuje za koznt riasu na krku.
dislokaciou krénych Intraperitonedlne sa podé anestetikum v davke 100p].
stavecov Cervikélna dislokdcia sa vykond v anestézii. Bolest’ Ziadna.

Trvanie 30 seliind :

Zohl’adnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipulécii so zvieratami sa budi dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat’

huménne a nebude sa im vyvijat’ prebyto&ny stres. Po&et zvierat v nidobe zohl'adfiuje normy dané

zakonom. Zvieratd su chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym

potrebam.

Redukcia: :

Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v &o najvyssej moZnej miere. V jednotlivych skupinich

bude maximélne 5 zvierat. Polet zvierat zohPadtiuje variabilitu imunitnej odpovede.

Nahradenie:

Pre bl'adanie alternativnej metédy sme pouZili nasledovné registre medzinirodne overenych a

uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nena$li Ziadnu alternativnu
2
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metodu, ktorti by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’ experimenty
na zvieratach.

Zvierata nebudi vystavené opdtovnému pouitiu ani kumulativnemu t&inku.
Projekt nevyzaduje spétné postdenie (podla Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Ciefom projektu je priprava monoklonovych protilatok, ktoré si namierené vodi patologicky
modifikovanym (fosforylovanym) formam protefnu tau a inym protefnom. Monoklonové protilatky
namierené vo¢i fosfoepitopom zodpovednym za patologické zmeny v mozgu pacientov
postihnutych Alzheimerovou chorobou umoZnia urdit funkény vyznam tychto epitopov
s naslednym potencidlne terapeutickym vyuZitim. Ked’ze protein tau je prirodzene neusporiadany
protein, ktory nemd stabilnu $truktiru, neexistuje ind moznost’ mapovanie jeho patologickych
zmien, ako pouZivat’ $pecifické protilatky, ktoré vznikaji po imunizicii. Imunizované zvierata v
experimente nebudt vystavené utrpeniu. Intraperitonedlna a subkutdnna aplikacia imunogénu trva
niekol’ko sektind. Odber krvi trvd maximalne jednu minitu avykondva sa na sedovanych
zvieratdch. Experiment sa ukonéi odobratim sleziny imunizovaného zvierata v celkovej anestézii za
ufelom ziskania plazmatickych buniek na pripravu hybridémov produkujiicich monoklonové
protilatky najmenej tri tyZdne od poslednej davky a najviac rok po poslednej davke. Pre tieto
d6vody prinos experimentov vyrazne prevysuje mieru utrpenia zvierat.

Zatiatok pokusu je planovany na 7.1.2017 a bude sa realizovat’ v priebehu necelych dvoch rokov,
do 31.12.2019.

Zvierata nebudu vystavené opédtovnému pouzitiu.

Projekt nevyZaduje spétné posidenie (podra Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

Budovanie mozgovej banky tkaniv transgénnych modelov pre Alzheimerovu chorobu
Podrobny ti¢el postupu: 44,2@ /4{ 27 j/

Alzheimerova choroba, rovnako ako vela dal§ich neurodegeneraénych ochorent, sa spéja s
akumuldciou abnormélnej formy proteinov v centrlnej nervovej sustave, ktora spdsobuje
degeneraciu a naslednt dysfunkciu neurénov. PodFa stidasnych $tatistik trpi Alzheimerovou
chorobou 24 miliénov I'udi a kazdy rok sa toto &islo zva¢s§i o 4,5 milidna novych pripadov. Podla
predpokladov podet pacientov do roku 2040 stipne celosvetovo v priemere o 200 percent. Sudasné
lieCebné postupy spoéivaju najmé v symptomatickej a podporne;j terapii aviak terapia kauzalna
zatial’ neexistuje. Aj preto sa v ostatnom ¢ase hladajii nové terapeutické ciele, ktoré s zapojené v
patogenéze ochorenia. Zdrojom novych poznatkoV st predovSetkym mozgové tkaniva z I'udského
mozgu ako aj z mozgu animéalnych modelov. :
PredloZeny projekt si kladie za svoj ciel’ zbierat’ mozgové tkaniva zo vietkych transgénnych a
kontrolnych zvierat, ktoré boli suastou inych experimentov, alebo boli vyradené z chovu. Zvierat4
- budi testované v r6znych behaviordlnych testoch (Catwalk, Phenotyper), po ich ukongeni budt
uvedené do hlbokej anestézie, odoberie sa im mozgovo-miechova tekutina a krv a nasledne budd
huménne usmrtené pomocou dekapitacie, alebo pomocou perfuzie. Mozgové tkaniva a mozgovo-
miechova tekutina budd sliZit' pre proteomické, metabolomické a transkriptomické analyzy.
Vysledky tychto analyz mézu viest’ k identifiké4cii novych terapeutickych ciePov a biolo gickych
markerov.

Opodstatnenost’ pokusu a poufitie zvierat v pokuse

Informécie ziskané z ludského mozgového tkaniva maju &asto obmedzent vypovedni hodnotu
vzhladom na vePmi vysoku heterogenitu I'udskej populécie. A] preto sa Coraz viac vyuZivaju
animalne modely, kde je heterogenita vyznamne redukovana, &o zvySuje pravdepodobnost’
objavenia novych &lenov kaskady chorobnych zmien. Pre tieto ucely budeme vyuzivat' vietky
zvieratd, ktoré su uréené na vyradenie z chovu, alebo tie, ktoré boli stéastou iného experimentu,
ktory nevyuZival mozgové tkanivo pre d’aliie analyzy. Vdaka tomuto pristupu uSetrime pomerne
velké mnoZstvo laboratérnych potkanov. Pokusy st navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi
normami, ktoré sa vztahuj na pracu s laboratérnymi zvieratami.

—=Manipuldcia-so-zvieratani:

Charakteristika =~ [ Vplyvna zviera
postapu S . ,
Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuliciou. Bolest Ziadna.

Trvanie 1-2 mimity.

Kritkodoba fixacia | Standardn4 metoda. Kréatkodoby mierny stres spsobeny

a subkutinna injekcia manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30
anestetik sekind.
Perfizia zvierat Otvorenie hrudnej dutiny, zavedenie ihly do Favej komory srdca.

Cez ihlu bude prenikat’ do celého tela zvierat'a roztok PBS

s heparinom a nésledne PFA. Prebehne v celkovej anestézii.
Bolest’ slaba. ' .

Odber mozgove-miechovej | Zviera sa uvedie do celkovej anestézie. Nastrihne sa koZa v oblasti

1
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tekutiny krénej chrbtice. Zavedie sa ihla do cisterna magna a odoberie sa max.
100ul CSF. Nésledne sa zviera huméanne usmrti. Bolest” slaba

ZohPadnenie 3R

Zjemmenie: Pri manipulacii so zvieratami sa budi dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’ huménne a nebude sa im vyvijat' prebytodny stres. Zvieratd su chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukcia: V danom experimente budeme vyuzivat' zvieratd vyradené z chovu, ¢im redukujeme
mnozstvo experimentalnych zvierat, ktoré by bolo potrebné pre ticely experimentu zv1ast odchovat’.
Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost” dejov odohravajucich sa v I'udskom mozgu, suéasna
troveri vedeckého poznania neumoZiiuje nahradit’ poznatky ziskané z tkaniva animélnych
modeloch za tie, ktoré pochadzaji z in vitro experimentov.

Zvierata nebudu vystavené opitovnému pouzitiu ani kumulativnemu G¢inku.
Projekt nevyZaduje spitné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).

Utrpenie versus prinos

Pri¢ina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostiva neznéma. Nad'alej sa patra po
mechanizme ochorenia a po jednotlivych molekulovych dréhach, ktoré by boli zapojené
v patogenéze ochorenia. V tomto ohl'ade sa Coraz viac vyuZivaji animalne modely, pretoZe ich
variabilita je d’aleko mensia, ako to vidime v I'udskej populdcii. Zvieratd v danom experimente
nebudu vystavené utrpeniu, vetky odbery tkaniv sa uskuto&nia v hlbokej anestézii, a po odbere
budi zvierata humanne usmrtené.

Zatiatok pokusu je planovany na 1.1.2017 a bude sa realizovat’ po¢as nasledujucich dvoch rokov,
do 31.12.2019.

Zvieratd nebudu vystavené opidtovnému pouzitiu.

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

Ndzov projektu: Nechirurgicky prenos mysich embryi

Podrobny ucel postupu: 7 24 / ﬁ —221

Cielom predkladaného projektu je prenos transgénnych mysich linii za uéelom rederivacie chovu

a zachovania fenotypu.

Projekt sa bude vykonavat' vo viacerych na seba nadvizujucich fizach. Uvod projektu bude
spocivat’ v priprave 10 sterilnych samcov kastrovanych v celkovej anestézii podviazanim
semenovodov. Samce sa zaéni vyuzivat' aZ 3 tyzdne po operacii. V nasledujucej faze projektu sa
budi z darkyn izolovat’ embrya v $tadiu blastocysty vyplachom materni¢nych rohov. Za tymto
icelom bude pouzitych 200 samic, 50 samic z kazdej linie v jednotlivych Ciastkovych projektoch.
Cast’ darkyii sa hormonalne stimuluje, a to 1.defi pouzitim PMSG a na treti deit hCG. Nasledne sa
pripustia so samcami. Zvy$nd cast darkyd sa pripusti bez predchadzajucej hormonalnej
stimuldcie. Obe skupiny darkyd sa humdnne usmrtia cervikalnou dislokaciou. na 3,5 den od
pripustenia. Po otvoreni brusnej dutiny sa postupne izoluji a vyplachuji materni¢né rohy v médiu
pre to urcenom. Ziskané embryd sa d’alej pouziju na transcervikalny prenos do pseudogravidnych
samic. V pokuse sa pouzije 50 prijemkyfi, v poéte zhruba 5 samic v kazdom &iastkovom pokuse.
Pohlavne dospelé samice sa budi pripustat’ so sterilnymi samcami na dosiahnutie pseudogravidity
anasledne sa pouzijii na prijem darcovskych embryi. Prenos embryi jednotlivych linii sa bude
realizovat’ nechirurgickou metédou bez pouzitia anestézie, a to len po dobu narodenia dostato&ného
mnoZstva potomstva schopného rozmnozovat sa a udrzat’ transgénnu liniu.

Narodenym mlad’atdam sa po 5-7 diloch sa odoberti vzorky z chvosta na genotypizaciu pre uréenie
transgennych zvierat. Po ich odstave sa matky huménne usmrtia.

Po uspesnom prenose embryi a narodeni prvej genercie potomstva sa zameriame na udrranie
chovu jednotlivych linii. Po detekeii pohlavného cyklu samic sa samice v proestre pripustia ku
transgennym samcom a na druhy defi rno sa u nich detekuje pritomnost’ vaginalnej zatky.

V priebehu pokusu bude vietkym zvieratdim venovand Standardni veterindrna starostlivost.V
pripade ochorenia budd zvieratd po dohode s veterindrnym lekédrom z pokusu vyli¢ené a humanne
usmrtené. Zvieratdm sa nesmie v priebehu pokusu spdsobovat’ zbyto&na bolest, stres a utrpenie.
VSetky bolestivé zdkroky sa vykonédvaju v celkovej anestézii. Zvieratd musia byt na zaciatku
kazdého experimentu aklimatizované na nové podmienky.

Véetkym zvieratam, 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 niekolkych ¢iastkovych experimentoch:

e Priprava sterilnych samcov
-pocet pouZzitych zvierat: 10 samci z kmenia CD1, 10 samei z kmetia C57
-pocet opakujucich sa ¢iastkovych pokusov: 4
-pocet zvierat v ¢iastkovych pokusoch: 5 samcov
-celkova dizka pokusu: 10-18 mesiacov
Samci vo veku 8 tyzdiiov sa uvedu do celkovej anestézie. Cez drobny rez v stredovej linii brusne;
dutiny sa postupne povytiahnu oba semenovody a nasledne podviazu. Po suttire rany sa zviera
ponecha v &iste] klietke. V deit operdcie apocas nasledujicich dvoch dni sa zvieratdm
intramuskuldrne podaji analgetikd (ketoprofén). V pripade véznych zdravotnych komplikacii sa
zviera z experimentu vyliéi a humanne sa usmrti.

o Izolacia embryi z materniényh rohov darkyi — transgénne linie
-pocet zvierat v celom pokuse:
-50 samiciek darkyii R3m4
-50 samiciek darkyi R3m7
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-50 samiciek darkyn R4m?2
-50 samic¢iek darkyil R4m3

-pocet opakujucich sa ¢iastkovych pokusov: 40

—celkova dizka pokusu: 10 mesiacov

Samice sa na druhy defi po pripusteni humanne usmrtia. Po otvoreni brusnej dutiny sa postupne
izoluji a vyplachuju materniéné rohy v médiu pre to urenom. Ziskané embrya su transcervikalne
prenesené do reprodukéného traktu recipientiek.

e Prijemkyne embryi
-pocet zvierat v celom pokuse: 50 z kmena CD1
-pocet opakujucich sa ¢iastkovych pokusov:10
-pocet zvierat v ¢iastkovych pokusoch: 5
-celkova dfzka pokusa: 10-18 mesiacov
Pseudogravidné samice su na 2,5 deti po koite pouzité ako recipientky darcovskych embryi. Ziskane
embrya sa pomocou katétra aplikuju transcervikalne do reprodukéného traktu ndhradnej matky. Po
transfere je samica umiestnena do Cistej klietky a sledovana pocas celého obdobia gravidity. Po
odstave mladat m6ze byt znovu pouzita k reprodukecii.

e Odber vzoriek na genotypizaciu
Vo veku 5-7 dni sa mlad’atam odstrihne cca 0,3-0,5 mm tkaniva z chvosta, ktoré sa viozi do
oznadenej skimavky a ponecha v mrazni¢ke az do doby, kym sa za¢ne spracovavat'.
Na zédklade vysledkou genotypizacie sa mlad’ata rozdelia na pozitivne (maju integrovany novy gén)
a negativne, z ktorych je vi¢§ina z chovu vyradena.

e Udziavanie transgénnych linii
V pravidelnych mesanych intervaloch sa bude priptistat’ dostatoéné mmnoZstvo potomstva na
udrziavanie jednotlivych transgénnych linii. U linii s problémovym pripustanim a odchovom
mladat, budeme pripustat’ vy$§i pocet samic, aby sme zabezpecili dostatony pocet
Zivotaschopného potomstva.  Zvieratd vyradené zchovu sa humanne utratia cervikalnou
dislokaciou.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Moderné chovy transgénnych zvierat ¢oraz viac vyuzivaju podmienky SPF (specific pathogen free),
ktoré umoziiuju eliminovat’ neziadice faktory okolia a potlacaji heterogenitu fenotypu spdsobent
okolitym prostredim a selektivnou vnimavostou zvierat vo¢i externym podnetom. V sti¢asnosti sa v
biomedicinskom vyskume vyuZivaju predovietkym SPF zvieratd, ktoré musia byt zbavené
choroboplodnych zarodkov. Embryo transfer tak predstavuje ,zlaty Standard* v produkcii SPF
zvierat a rederivacii kontaminovanych chovov.

Na§im ciefom je produkovat’ zdravé zvierata, ktoré budi nasledne vyuzivané v projektoch
s doverou v ziskanych vysledkoch.

Pokusy st navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuju na préacu s
laboratérnymi zvieratami.
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Charakteristika
postupu

Vplyv na zviera

Detekcia pohlavného
cyklu

Kratkodoby mierny stres spésobeny manipulaciou. Bolest’ Ziadna.
Trvanie 30 sekund.

Kratkodoba fixacia
a intraperitonedlna
injekcia hormonalnych
pripravkov u donoriek

Standardna metdda. Kratkodoby mierny stres sposobeny
manipulédciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30
sekind.

Kratkodoba fixacia
recipientky

a transvaginalne
zavedenie katétra

Kratkodoby mierny stres sposobeny manipulaciou. Bolest’ ziadna.
Trvanie 30 sekund.

Operacny zakrok

v celkovej anestézii-
priprava sterilnych
samcov (vazektémia)

Urobi sa drobny rez v stredovej linii dutiny brusnej, povytiahni sa
semenovody a tie sa nasledne podviazu. Pooperacna bolest’ bude
utlmena analgetikami.

Bolest’ stredna.

Odber tkaniva za
ucelom genotypizacie-
Spicka chvosta

Kratkodoby mierny stres spoésobeny manipulédciou. Odstrihnutie
0,3-0,5mum tkaniva chvosta.
Bolest’ slaba.

Zohl’adnenie 3R

Zjemnenie: So zvieratami sa bude zaobchadzat’ huméanne a nebudil zbyto¢ne vystavované stresu.
Zvieratd st chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam, vo
vaniciach s obohatenym prostredim.

Redukcia: Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$$ej moznej miere a bol nastaveny
tak, aby sme v kratkom ¢asovom horizonte boli schopni ziskat’ dostatoCny pocet embryi a nasledne
aj dostatoény polet potomstva. Pripustanie zvierat (pochadzajucich z darcovskych embryi) sa bude
vykonavat® len v minimalizovanom mnozstve, nevyhnutnom pre udrZiavanie linii.

Nahradenie: Tento typ pokusu vyZaduje pouzitie zvierat, nakol'ko nie je mozné ho realizovat
v podmienkach in vitro a neexistuje ziadna alternativna metoda, ktora by ich pouZitie nevyZadovala.

Zasada nahraditel’nosti zvierat

Pre hlPadanie alternativnej metddy sme pouzili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nena$li ziadnu alternativnu
metodu, ktord by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zvierata v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu. Odber embryi sa bude vykonavat’ az po
humannom usmrteni zvierat cervikalnou dislokaciou. Na prenos embryi bude zvolena nechirurgicka
technika, ktora eliminuje stres a bolest’ zvierat sprevadzajice operacny zakrok. Rovnako aj pouZitie
analgetik a anestetik pri tejto technike nie je potrebné. Priprava vazektomovanych samcov sa bude
vykonavat’ v hlbokej anestézii a bude im poskytnutd pooperaénd starostlivost. Na zmiernenie
bolesti im budi podané analgetika (ketoprofen).

Po ukonéeni projektu buda vietky zvierata humanne usmrtené cervikdlnou dislokaciou. Po ziskani
dostato&ného mnoZstva potomstva sa projekt ukonéi. Zdraveé zvierata st predpokladom pre tuspesné
experimenty a zarukou doéveryhodnosti ziskanych vysledkov.
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Zaciatok pokusu je pldnovany na 1.12.2016 a bude sa realizovat’ do 31.12.2018.
Zvieratd nebudi vystavené opdtovnému pouZzitiu.

Projekt nevyZaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu: 44} [7 - 227 /

Charakterizicia po¢tu a aktivity dendritovych buniek u transgénneho animalneho modelu
Alzheimerovej choroby

Podrobny tucel postupu:

UrCenie poCtu a aktivity dendritovych buniek u transgéneho animalneho modelu Alzheimerovej
choroby, ktoré si tzv. profesiondlne antigén prezentujtice bunky v imunitnom systéme, je doleZitym
faktorom pre objasnenie ich ulohy v procese tohto neurodegenerativneho ochorenia.

Alzheimerova choroba je ochorenie, ktoré je sprevadzané chronickym neurozépalom, preto aj
samotna modifikdcia procesov cez bunky imunitného systému mozZe poskytnat vysoky terapeuticky
potencidl. Preto na vyvoj takejto terapie je vel'mi déleZité imunoprofilovat navrhnuty transgénny
animalny model v porovnani skontrolnym modelom. PredloZeny projekt ma za ulohu
charakterizovat’ ako neurodegenerécia spdsobena Fudskym tau proteinom u transgénnych zvierat
ovplyviiuje pocet, aktivitu a funkénost’ tzv. dendritovych buniek, ktoré maju kl't€ovu ulohu
v regulacii imunitnej odpovede pocas neurodegenerdcie a zérovet ich néasledne pouZit’ ako
potencionalny terapeuticky néstroj. Po imunoprofilovani animalneho modelu, budeme zo zvierat
z kostnej drene nasledne pripravovat’ primarne dendritové bunky na testovanie tau peptidov ako
potencionalny zdroj antigénov. Takto pripravené ,vakciny“, budeme subkutinne podavat’
v mesacnych intervaloch transgénnym zvieratdm. Zaroveii budeme skupine zvierat aplikovat’
komer¢né dendritové bunky obdobne stimulované tau-peptidmi. V pravidelnych intervaloch bude
zvieratdm odobratd krv z oéného splavu na testovanie protilatkovej imunitnej odpovede. Desat’ dni
po poslednej davke vakciny, opét’ odoberieme zvieratdm krv a huménne ich usmrtime. Celkovy
objem odobratej krvi od kazdého zvierata nebude prekradovat’ stanovené normy. Experimenty st
navrhnuté tak, aby spliali legislativne a etické normy vztahujice sa na pracu s laboratérnymi
zvieratami.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse
D P ¥4 D

Zanalyzovali sme vSetky dostupné alternativy, umoziiujuce v navrhovanych experimentoch
nahradit’ zvierata za iny biologicky testovaci systém. Na imunoprofilovanie transgéneho anialneho
modelu Alzheimerovej choroby ako aj na nasledné uréenie uginosti vakciny na baze dendritovych
buniek je vSak nevyhnutné pouZit imunitny systém cicavecov. Na tento typ experimentov sa
najcastejlie pouzivaju malé laboratérme mysi a potkany. Opisané experimenty st navrhnuté v sulade
s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuju na pracu s laboratérnymi zvieratami.
Vzhladom na skutocnost, Ze ide o vyvoj novej vakciny na baze dendtitovych buniek a neskor aj
o fakt, Ze v sucasnosti nie je dovolené testovat imunogénnost vakein (tj. stanovenie hladin
protilatok indukovanych vakcinou) na I'udoch bez predchédzajuceho otestovania na animalnych
modeloch, je pouzitie zvierat nevyhnutné.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika postupu

Vplyy na zviera

Vazenie zvierat

Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest' Ziadna.
Trvanie 1-2 miniity.

Kratkodoba fixacia
a subkutanna injekcia
anestetik

Standardné metoda. Kratkodoby mierny stres sposobeny manipulaciou
a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekund.

Kratkodoba fixacia

Standardna metoda. Kratkodoby mierny stres spésobeny manipuléciou

1
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a subkutanna injekcia
(1x za mesiac) ,,vakeina“

a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekand.

Odber krvi
(retroorbitalny plexus)

Standardnd metdda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na krku. Podé sa
polovi€na davka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihu ako je zviera

sedované sa sklenend kapildra jemne zasunie pod o&nt gul'u a krizivym
pohybom sa mierne narusi retroorbitalny plexus. Kratkodoby mierny
stres spOsobeny manipulaciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ stredna.
Trvanie max. 1 minfta.

ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budu dodrZiavat interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchddzat' humdnne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Niekolko nezavislych 3tidi
preukazalo, Ze stres vyznamne modifikuje imunitni odpoved, ¢o je v pripade nasho experiment
neZiaduce. Starostlivost’ zabezpetuje jedna osoba, na ktor si zvieratd zvykli. Zvieratd st chované
v polte 5 zvierat na chovni nadobu, aby sme zabezpe&ili socidlne interakcie medzi zvieratami.
Zvierata st chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam. Odber
krvi sa vykonava v Ciastkovej anestézii, aby sme utlmili bolest’ spdsobentt odberom krvi.

Redukcia:

V navrhovanych experimentoch budeme vyuZivat' zvieratd z vlastného chovu tak, aby sa
nunimalizoval po¢et pokusnych zvierat. Transgénne my$i budu kriZené iba v poétoch nevyhnutnych
pre ziskanie potrebného mmnozstva tidajov nevyhnutnych pre relevantné Statistické spracovanie
vysledkov. Stanoveny pocet zvierat sa opiera onaSe predchddzajlice experimenty na mysiach.
Ukazalo sa, Ze pocet zvierat v skupine mensi ako 20 nie je dostato¢ne $tatisticky relevantny, ked’ze
aj u transgénnych zvierat sa vyskytuje variabilita dand mierou expresie transgénneho proteinu.

Nahradenie:

Vzhl'adom na skuto¢nost’, Ze ide o charakterizaciu transgénneho animalneho modelu a nasledne o
vyvoj novej vakciny na baze dendritovych buniek, ktorej imunogénnost’ nie je mozné testovat’ na
Fudoch bez predchadzajliceho otestovania na animalnych modeloch, je pouZitie zvierat nevyhnutné.

Zisada nahraditel’nosti zvierat

Pre hl'adanie alternativnej metody sme pouZili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metod (ECVAM, Pubmed, NC3Rs, AltTox), kde sme nena$li Ziadnu
alternativiu metédu, ktort by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’
experimenty na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zvieratda vdanom experimente nebudi vystavené utrpeniu. Transgénnym zvieratdm budu
aplikované davky vakeciny pripravenej na baze dendritovych buniek, ktoré nespdsobuju Ziadnu
nebezpetnll imunitnti odpoved poskodzujicu organizmus zvierat. Subkutdnna aplikicia vakciny
trvd niekolko sekind. Odber krvi sa vykondva sa na sedovanych zvieratich. Po odbere budd
zvieratd huménne usmrtené. Pri¢ina Alzheimerovej choroby apribuznych tauopatii zostava
neznama. Dosledkom tohto stavu je absencia Géinnej lietby. Ziskané informacie z predkladaného
experimentu  vyznamne napomdzu pochopitt ulohu dendritovych buniek v procese
neurodegeneracie, objasnit’ nakolko je moZné tento patologicky proces modifikovat &im
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’

v konegnom désledku prispeje k vyvoju efektivne]j vakeiny na baze dendritovych buniek, zamerane;j
na lie¢bu ludskych neurodegeneraénych ochoreni.

Zatiatok pokusu je plénovany na na 01.12.2016 a bude sa realizovat’ v priebehu dvoch rokoch, do
31.12.2018.

Zvierata nebudi vystavené opdtovnému pouzitiu,

Projekt nevyZaduje spitné postidenie (podla Nariadenia vlady SR & 377/2012 Z.z.).

(%)



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

R . - _ N { vl -
Nazov projektu: & 06 :L/.»ié 2 e - é/Muévu /M'DM Uiy
Meranie telesnej teploty u kralikov za pouZitia podkozného snimaca teploty - loggera STAR
ODDI DST micro-T snaslednou aplikdciou vyvijanej] modifikovanej ockovacej latky

celobuneénej absorbovanej vakeiny proti zaskrtu, tetanu a ¢iernemu kaslu.
Ucel projektu: zakladny vyskum

Ciel’ projektu pokusu, predpokladans ujma a prinosy:

Kralik domadci je najvhodnej§i zvieraci model na testovanie pyrogénnych latok v
celobunkovej vakcine proti zaskrtu, tetanu a ¢iernemu kaslu (Bordetella Pertussis). Udava sa,
ze kralik domaéci je porovnatelne citlivy na podanie ofkovacej latky ako dieta. Aktudlne
vakcinaéné programy vo vyspelych krajinach zahfiiaji prevazne vakcinaciu polyvalentnou
DTPaP vakcinou, ktora zahfila aj vakecinu proti toxinu baktérii Bordetella Pertussis.
V minulosti bolo pouZivanie celobuneénej vakciny proti ¢iernemu kaslu vytladené aktudlne
pouZivanou acelularnou vakcinou, z dovodu castého vyskytu neziaducich wéinkov ako
horucka, febrilné kfte andslednej silnej antivakcinacnej lobby. Vyvijand celobunkova
vakcina proti zaskrtu, tetanu a Ciernemu kaslu, ktord bola aplikovand vtomto projekte,
obsahovala geneticky detoxifikované achemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella
Pertussis a bola formulovana pomocou hydroxidu hlinitého ako nosiéa tak, aby poskytovala
maximalnu imunogenicitu a minimalizovala neziaduce G¢inky typu zvysenie teploty.

Utelom skigky bolo uréit’ telesnu teplotu u kralikov za pouZitia podkozného snimada teploty
— loggera s naslednou aplikaciou o¢kovacej latky proti zagkrtu, tetanu a ¢iernemu kaslu. Ako
oCkovacia latka sa pouzila RALDITEPERA. Pre porovnanie s vyvijanou okovacou latkou
boli pri skuskach pouZité 3 skupiny kontrolnych zvierat: zvieratd vakcinované
nemodifikovanou celobuneénou vakeinou proti DTP, zvieratd, ktorym bol podany adjuvans,

teda hydroxid hlinity a fyziologicky roztok.

Ciel'om projektu bolo sledovat’ ukréalikov zvySovanie sa telesnej teploty pouZitim
podkoznych snimacov teploty - STAR ODDI DST micro-T po podani testovaného pripravku
a kontrolnych pripravkov. Snimac¢ telesnej teploty bol umiestneny kontralateralne za lopatku.

Kraliky boli v celkove] anestéze. Anestézu vykona zmluvny veterinarny lekéar. Pri navrhu



skiSky sme vychédzali z dostupnych publikécii, ktoré pojednévaju o pouziti kralikov pri teste
celobunecnej vakeiny proti Bordetella Pertussis na pyrogény (Verwer er al, Reducing
variation in a rabbit 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 vaccines and immunotherapeutics, 9:2, 339 — 348,
February 2012). Podla tychto publikovanych §tudii, narast tepldt u krélikov bol pozorovany
vrozmedzi 5-12 hodin po podani celularnej vakciny s najvy$§im narastom teplot pri 8
hodindch od podania. Z tychto publikécii zaroveti vyplyva, Ze vzostup teplot je pomerne nizky
v rozmedzi cca 0,5-1°C. DéleZitt Glohu pri celom teste hrd jemna manipulacia so zvieratami
anavyk kralikov na persondl a procediry, ktoré st na nich potas skugky vykondvané.
Nevhodné zaobchadzanie, ¢i nové stimuly totiz mozu navodit’ stresovy stav a vzostup telesnej
teploty kralikov, ¢o povedie k skresleniu vysledkov skusky.

Pocas celej doby bolo zabezpefené jemné zaobchadzanie amanipuldcia so zvieratami
so stallym vySkolenym persondlom. Zvieratd mali $tandardné umiestnenie, potravu a
starostlivost’. Po ukonceni postupu boli vietky zvieratd usmrtené podla NV ¢. 377/2012, § 5,
Priloha ¢.2, Kraliky — Nadmernd davka anestetik - Zoletil (poddva zmluvny veterinirny

lekar), Naraz/uder do hlavy.

Prinosy z vykonaného projektu:

Novo vyvijana celobunkova vakcina proti zaSkrtu, tetanu a &iernemu kas$lu, ktora bola
aplikovand v tomto projekte, obsahovala geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené
bunky baktérie Bordetella pertussis abola formulovand pomocou adjuvansu hydroxidu
hlinitého tak, aby poskytovala maximalnu imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce &inky
typu zvySenie teploty.

Poznatky ziskané rieSenim projektu prispeji k celosvetovému vyznamu vakcindcie proti

diernemu kaslu.

Predpokladans ujma na pouzité zvierata v ramci vykonaného postupu:
Kralikom boli aplikované podkozné snimade telesnej teploty a parenterdlne aplikované
testované a kontrolné pripravky podla aplikaénej schémy. V prvych diioch po aplikécii

podkoznych snimacov, bolo pozorované mierne zaGervenanie v mieste aplikacie podkoznych



meracov, ktoré do 5 dni vymizlo. Podas trvania rekonvalescencie boli kralikom poddvané
ATB a analgetikd. Po aplikdcii testovanych a kontrolnych pripravkov, sme pozorovali mierne
zvySenie telesnej teploty o maximalne 1 °C, ktord sa do 24 hodin vratila do pévodnych

hodnét.

Predpokladand aroven krutosti: stredns

Poéet a druh pokusnych zvierat
Kralik doméci kmetia HIL, samice, 40 ks zvierat na otestovanie jednordzovej aplikicie

testovanych a kontrolnych pripravkov.

Preukazanie suladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanoveny polet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatoéného
poctu vzoriek pre validné vyhodnotenie vysledkov zmien v vzostupe telesnej teploty
u krélikov po podani o¢kovacej latky. Nie je mozné nahradit’ postup na zvieratach in vitro
testami na bunkovych linidch. So zvieratami budu zaobchédzat zaSkolené osoby

s dlhoro¢nymi praktickymi sktisenostami.

Uplatiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie:

Test na zvieratich sa ned4 nahradit alternativinymi metédami in vitro z dévodu potreby
reakcie Zivého organizmu na podanie latok a moZnou reakciou v mieste podania, ako aj
systémové posobenie. Kralik je vhodny a dostatoéne citlivy zvieraci model pre testovanie
pyrogénnych latok v humdnnych pripravkoch, preto sa nenahradza inym druhom. Pri
testovani latok zanechavajucich dlhodobu imunitni stopu ako vakeiny, nie je mozné pouzit

takéto zviera na testovanie tychto latok opakovane.

2. Obmedzenie:
Pocet zvierat vybranych do postupu je povaZovany za minimalny a nevyhnutny. ZniZovanie
poctu zvierat sa moze prejavit’ negativinym vplyvom na reprodukovatelnost vysledkov a

validitu postupov.



3. Zjemnenie:

Zésada zjemnenia bola dodrZiavana v plnej miere odo diia dodavky zvierat do zvieratnika.
PoCas karantény pre§li zvierata procesom  handlingu. Pri $tandardnej dennej jemne;
manipuldcii si zvykli na pritomnost’ ¢loveka a na bezné denné procedury (&istenie, kfmenie,
napdjanie, kontrola zdravotného stavu). Zvieratd boli chované v Standardnych podmienkach,
ktoré nevyvoldvaju stres. Kréaliky boli ustajnené individudlne v oznadenych kovovych
klietkach sro$tovou podlahou a dupdkom v monitorovanom a klimatizovanom prostredi
s teplotou (15 —21) °C a relativnou vlhkostou > 45 %. Po&as postupu mali kréliky svetelny
rezim s prirodzenym striedanim — svetlo/tma. Cistenie nadob a okolitého priestoru sa
realizoval podla 280-001-OBP Prevadzkovy poriadok vypracovany s ohPadom na zdravie

a pohodu zvierat v Zvieratniku.



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu: Akttna dermélna toxicita ~ 9774 // V—L24 a ¢ /l«m/ ne' //\,07 yu ey

Ukel pro jektu: zdkladny vyskum

Ciel’ projektu postupu, predpokladana ujma a prinosy:

STAFAL sol. loc. je antistafylokokovy bakteriofdg na lokélne pouzitie, ktory obsahuje
vysoko U¢inné virulentné fagové Castice so silnym a rychlym lytickym a polyvalentnym
ucinkom. Uéinkuje cielene ako lokdlny antimikrobidlny pripravok uvsetkych foriem
stafylokokovych infekeii. Je uréeny k tagovej destrukeii multirezistentnych stafylokokovych
buniek vyhradne v mieste prebiehajuicej chronickej infekcie, Bakteriofdg ma letalny Gi¢inok na
cielent bunku, kumuluje sa v mieste infekcie, dokéZe sa replikovat’, parazituje na infekénom
médiu, kde lyzuje a zabija stafylokoky destrukciou. Polyvalentny fag reprezentuje kompletny
stafylokokovy antigén aje schopny stimulovat u pacientov aj aktivnu imunizdciu. Pri
lokdlnom pouziti stigasne &iastodne prenika aj do krvného obehu a tkanfv, indukuje systémovu
reakeiu imunitnej ststavy a méZe pripadne ovplyvnit’ aj vzdialené stafylokokové zdsobarne
v organizme. Jeho perzistencia v krvi a tkanivach je zavisla od pritomnosti hostitel'ského
stafylokoka.

Antistafylokokovy fagovy lyticky enzymovy roztok je uréeny vyhradne na miestnu aplikaciu u
infekeii vyvolanych stafylokokovymi kmeiimi. Je zamerany na deStrukeiu stafylokokovych
buniek v mieste prebiehajicej infekcie, na elimindciu povodcov stafylokokovych infekeii
z loZisk infekcie (hnisavé procesy koZe, podkoZnych a kozZnych adnex), aj z potencialnych
zasobarni (predovsetkym horné cesty dychacie - nos, nosohltan, a prinosové dutiny,
sekundéarne aj ¢revny a modovy trakt). Utinny pri komplexnej lietbe chronickych foriem
stafylokokovych infekcii (hnisavé rany a afekcie koZe a podkoZia, infekcie postihujuce
hlboko uloZené mikké tkanivo), ktory zabrafiuje ich vyusteniu do septického stavu. Je ties
délezitou stidastou preventivnych opatrent, zabraiiuje vzniku superponovanych pyogénnych

stafylokokovych komplikécii po opera¢nych intervencisch.

Cielom projektu bolo overenie farmakologickej spdsobilosti pripravenych pripravkov
z hladiska bezpednosti ane$kodnosti na zvieracich modeloch; overenie aktitnej dermalne;
toxicity. Bola dokézana ne$kodnost’ (akttna dermélna toxicita- negativna) u vsetkych

testovanych aj kontrolnych latok uvedenych v aplikacnej schéme.



Aplikaéna schéma

Pripravok (skupina) Davka/Aplikacia Pocet zvierat
Testovany pripravok— STAFAL Lyo solloc. |4 0,5 ml /derméalna | 5 samcov
107 tfag. astic/ml) aplikacia 5 samic
Testovany pripravok — STAFAL Lyo solloc. |4 0.5 ml /dermélna | 5 samcov
10° fag. ¢astic/ml) aplikacia S samic
Kontrolny pripravok — Fyziologicky roztok |4 0,5 ml /dermalna | 5 samcov
(9g/D) aplikacia 5 samic
Testovany pripravok — F1 Endolysin 200 wl/ml 4 0.5 ml /dermdlna | 5 samcov
aplikacia 5 samic
Testovany pripravok — F1 Endolysin 100 pl/ml 4 0.5 ml /dermalna | 5 samcov
aplikacia 5 samic
Kontrolny pripravok -  Fosfatom tlmeny |4 0,5 ml /dermalna | 5 samcov
fyziologicky roztok- PBS aplikacia 5 samic

Mor¢atam sa poas postupu neodoberal Ziadny biologicky material. Po ukongeni postupu boli
vetky zvieratd usmrtené podl'a NV &. 377/2012, § 5, Priloha &.2, Moréatad — Nadmernd davka

anestetik (poddva zmluvny veterinamy lekar) a nasledn4 dislokécia krénych stavcov.

Prinosy z vykonaného projektu:
Poznatky ziskané rieSenim projektu prispievaju k overeniu moznej toxicity pripravkov

ako foriem

uéinkujucich  cielene lokalny  antimikrobidlny pripravok u vietkych
stafylokokovych infekcif. St urdené k fAgovej destrukeii multirezistentnych stafylokokovych

buniek vyhradne v mieste prebiehajucej chronickej infekcie.

Predpokladand ujma na pouzité zvieratd v ramci vykonaného postupu:

Nebola pozorovana Ziadna kozné reakcia v mieste aplikacie pripravku.

Predpokladana droven krutosti: slaba

Pocet a druh pokusnych zvierat

Moréa doméace - outbredné, TRIK, samec a samica, 60 ks



Preukizanie siiladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanoveny pocet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatoéného
poctu vzoriek pre validné &tatistické vyhodnotenie vysledkov po dermalnej aplikacii oboch
pripravkov. Nie je moZné nahradit postup na zvieratach in vitro testami na bunkovych liniach.
So zvieratami manipulovali zagkolené osoby s dlhoroénymi praktickymi sktsenostami
aplatnymi osved€eniami o absolvovani akreditovaného vzdeldvacieho programu d’alSieho

vzdelavania.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie:

Test na zvieratdch sa nedd nahradit alternativnymi metédami in vitro z ddvodu potreby
reakcie zivého organizmu na podanie latok amoZnou reakciou v mieste podania, ako aj
systémové pdsobenie. Moréa je vhodny a dostato¢ne citlivy zvieraci model pre testovanie

takychto pripravkoch.

2. Obmedzenie:
Pocet zvierat vybranych do postupu je povaZovany za minimélny a nevyhnutny. ZniZovanie
poctu zvierat sa mdZe prejavit negativiym vplyvom na reprodukovatelnost vysledkov a

validitu postupov.

3. Zjemnenie:

Zasada zjemnenia bola dodrZiavana v plnej miere odo diia dodavky zvierat do zvieratnika.
PoCas karantény presli zvierata procesom handlingu. Pri $tandardne; dennej jemnej
manipuldcii si zvykli na pritomnost’ ¢loveka ana besné denné procedury (&istenie, kimenie,
napdjanie, kontrola zdravotného stavu). Zvieratd boli chované v Standardnych podmienkach,
ktoré nevyvoldvaju stres. Moréatd boli ustajnené v oznaGenych umelohmotnych nadobéach
v monitorovanom a klimatizovanom prostredi s teplotou (22 £ 2) °C a relativnou vihkostou

(45 - 65) %. Pocas postupu mali mor&ats prirodzeny svetelny reZim.



Projekt ¢. 30, Priloha ¢. 3, 1/3
NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu: Stanovenie Gi¢innosti Immodinu - E-rozetovy test ~ 443 ¥/’/ 2 —334

Ciel’ projektu pokusu, predpokladans ujma a prinosy:

Spravne fungovanie jednotlivych zloZiek imunitného systému u Pudi je predpokladom vidse;
odolnosti voci onkologickym, infekénym, alergickym a d’al§im ochoreniam, ktorych pocet
narastd. Imunitny systém je tvoreny bunkovou zlozkou a velkym poé¢tom bunkami
produkovanych mediatorov, ktoré reguluji imunitné reakcie pri kazdom zo spominanych
skupin ochoreni $pecificky. Pri poskodeni niektorej zlozky je naruSend celkova homeostaza
imunitného systému, pri¢om tato imunologickd supresia méze viest k vzniku vaznych
ochoreni. Pod4vanie vhodného imunomodulaéného pripravku méze preto vyznamne pozitivne
ovplyvnit’ celkovy vysledok liegby pacientov u ktorych je zistend zniZen4 funkcia imunitného

systému. Jednym z takychto pripravkov je IMMODIN (Transfer faktor). Ide o dialyzovany

homogenat leukocytov (DHL) periférmej krvi zdravych jedincov, ktory obsahuje
nizkomolekulové latky s velkostou do 10 kDa.

Azathioprin je chemicka latka (purinovy anal6g) pouzivana na antigénovo-nedpecificku
imunosupresiu u ludi ato hlavne pri ochoreniach ako st autoimunne ochorenia
a transplantacie organov. Jeho mechanizmus &inku na vietky proliferujiice bunky, teda aj
imunitné bunky, (napr. T a B lymfocyty) je inhibicia enzymu, ktory je potrebny pre syntézu
DNA.

Ciel'om projektu je stanovit’ rozsah imunostimulaéného G&inku Immodinu (Transfer faktora)
umor€iat po supresii vyvolanej latkou Azathioprin. Specifickym ciefom bude zistit
stimulaény ué¢inok Immodinu (Transfer faktora) na proliferdciu T- lymfocytov. E-rozety z
krvi sa budi vyhodnocovat’ pomocou fluorescenénej mikroskopie pred aplikaciou
imunosupresiva, po aplikdcii imunosupresiva a po aplikacii imunomodulatora. Odoberie sa 2
ml krvi kardidlnou punkciou do heparinu. Po navrstveni odobratej krvi na separa¢nu zmes sa
po gradiendnej centrifugédcii oddelia lymfocyty od erytrocytov a d’alsich leukocytov. Po
pridani premytych krali¢ich erytrocytov k moréacim lymfocytom v pomere 1:1 objemovych
jednotiek sa zalnu po kratkej dobe vytvaraf E-rozety (naviazane kralitie erytrocyty ma
morcacich T-lymfocytoch). Po ofarbeni sa mikroskopicky stanovuje podet takto vytvorenych

E-roziet.
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Pocas experimentu a pocas podavania latok sa zabezpedi jemné zaobchadzanie a manipulédcia
S0 zvieratami. Neodakédva sa riziko bolesti ani utrpenia. Zvieratd budii mat’ §tandardné

umiestnenie, potravu a starostlivost’.
Predpokladana drover krutosti: stredné

Charakteristika postupu
VéazZenie zvierat Kratkodoby mierny stres

Kratka fixcia pri aplikacii Kratkodoby mierny stres “
., o, Kratkodobé obmedzenie, bolest’
Jednordzova s.c.aplikacia

Zaradenie podl’a krutosti

!

slab4

., - Kratkodobé obmedzenie, bolest
Jednorézové p.o.aplikacia .
slaba

Kratka fixacia a i.m. podavania | Kratkodobé obmedzenie, bolest
anestetika slaba

Opakovany odber krvi
kardialnou punkciou v anestézii
Usmrtenie disloké4ciou krénych
stavcov v anestéze

Kratkodobé obmedzenie, bolest’
vyblokovana znecitlivenim
Kratka fix4cia, bolest’
vyblokovand znecitlivenim
Celkové hodnotenie krutosti postupu

Pocet a druh pokusnych zvierat
Mor¢a doméce kmeiia TRIK/ Dunkin Hartley, bez rozdielu pohlavia, 10 ks na 1 %arsu testovaného

pripravku. Kréalik doméci, Hill, bez rozdiely pohlavia 1 ks na celt dobu trvania projektu.

Preukazanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia

Stanoveny podet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostato&ného
poctu vzoriek pre validné 3tatisticke vyhodnotenie vysledkov. Tento test uCinnosti vychadza
plne zo $tatnou autoritou schvélene;j registra¢nej dokumentécie pripravku IMMODIN. Tento
pripravok je uréeny pre pacientov s réznymi druhmi imunodeﬁcientn}'/ch ochorent, u ktorych
sa ocakédva imunoreétauraén}'f u¢inok a normalizicia imunitnej odpovede. Pri overenf{
komplexného uginku pripravku je nutna cirkuldcia (lymfaticks, krvna) a interakcie s mnohymi
zlozkami imunity, o sa ned4 simulovat’ v podmienkach in vitro. Z tohto dévodu nie je
mozné nahradit’ pokus na zvieratich in vitro testami na bunkovych linidch. So zvieratami

budii zaobchadzat zagkolend osoby s dlhoro¢nymi praktickymi sksenost'ami.
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Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie:
Test na zvieratach sa ned4 nahradit’ alternativnymi metddami in vitro z dovodu potreby
reakcie zivého organizmu na podanie latok a moZnou reakciou v mieste podania, ako aj

systémové pdsobenie.

2. Obmedzenie:
Pouzivanie zvierat je stale potrebné na ochranu zdravia T'udi, z pohl'adu testovania

bezpednosti, neskodnosti a kvality liekov.

Statistické hodnotenie validity postupu si vyZaduje reprezentativny suibor zvierat (uvedeny
Vvyssie). ZniZovanie podtu zvierat sa mozZe prejavit negativnym vplyvom na

reprodukovatel'nost’ vysledkov a validitu postupu.

3. Zjemnenie:

Zasada zjemnenia bude dodrZiavang v plnej miere odo diia doddvky zvierat do zvieratnika.
Pocas karantény prejdi zvieratd procesom handlingu. Pri Standardnej denne; jemnej
manipulacii si zvyknu na pritomnost’ loveka a na bezné denné procediiry [Eistenie, kimenie,
napdjanie, kontrola zdravotného stavu). Zvieratd budd chované v Standardnych podmienkach,
ktoré nevyvolavaju stres. Mor¢atd v postupe budg ustajnené v oznadenych umelohmotnych
nadobdch v monitorovanom a klimatizovanom prostredi s teplotou (22 + 2) °C a relativnou
vlhkostou (45 - 65) %. Pocas postupu budt mat’ mor&ats prirodzeny svetelny rezim. Cistenie
nadob a okolitého priestoru sa bude vykondvat' raz za tyZdeni podla 280-001-OBP
Prevadzkovy poriadok vypracovany s ohladom na zdravie a pohodu zvierat v zvieratnikuy,
FlaSe s vodou sa buda menit kazdy deni. Ako podstielka budu pouzité hobliny. Starostlivost
0 zvieratd podas ustajnenia a pokusu sa bude riadit NV & 377/2012 a 280-001-OBP

Prevadzkovy poriadok Vypracovany s ohl'adom na zdravie a pohodu zvierat v zvieratnikuy.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvileniu: 4no  nje
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Netechnické zhrnutie projektu
A1z, 7.,

(3'\\‘:

Nazov projektu:

Testovanie Gé¢innosti protilatok na transgénnych modeloch v pokrodilom $tadiu vVyvoja
neurofibrildrnej patologie - 4433 /f./é -224
_ ——— T .. 4

Podrobny uéel postupu:

Alzheimerova choroba patri do kategérie nevylieditelnych neurodegenerativnych ochoreni. V
neurondlnych bunkéch pacientov s tymto ochorenim sa nachadzaju abnormalne formy proteinov,
ktoré spdsobuju degeneraciu a nésledny dysfunkciu neurénov. Podla stcasnych $tatistik trpi
Alzheimerovou chorobou 24 miliénov Pudi a kazdy rok pribuda 4,5 miliéna novych pripadov.
Stcasné liedebné postupy spo¢ivaju najmi v symptomatickej a podpornej terapii avsak terapia
kauzalna zatial neexistuje. Aj preto sa v stiéasnosti hladaji nové spdsoby terapie, ktoré by dokézali
ovplyvnit’ molekularne zmeny veduce k prepuknutiu ochorenia.

PredloZeny projekt m4 za vilohu testovat’ uéinnost’ protilatok v podmienkach in vivo u transgénnych
zvierat s pokro¢ilym  vyvojom neurofibrilarne;j patologie. Zvieratdm budg aplikované
intraperitonedlne protilatky s ciePom potladit’ neurodegeneradné zmeny v centrélnej nervovej
sustave v §tadiu rozvinutych neuropatologickych zmien. Po ukondeni experimentu, zvieratim

r

Opodstatnenost’ pokusu a pouitie zvierat v pokuse

Testovanie schopnosti protilatok terapeuticky ovplyvnit neurodegeneraéngé zmeny v centrélnej
nervovej sistave animalnych modeloy pre Alzheimerovu chorobu nje je mozné vykonaf na
bunkovych kultirach, kedse in vitro systémy nie s schopné  vytvorit plnt  formu
neurodegeneratnych zmien. Vzhladom na skuto¢nost’, Ze v stidasnosti nie Jje dovolené tieto metody
skimat’ na Tudskych pacientoch bez predchddzajiceho otestovania na zvieratach, je pouZitie
animélnych modeloy nevyhnutné.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika
ostupu
Viaienie zvierat

‘Vplyv na zviera

Kratkodoby miern
Trvanie 1-2 minaty.
Standardna metoda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuldciou
a obmedzenim pohybu. Bolest slaba. Trvanie 1 minttu.

y stres spdsobeny manipuldciou. Bolest’ Ziadna.

Kratkodobs
a intraperitoneslna
injekeia

1x za tyZderi)

Odber krvi
(retroorbitalny plexus)

fixdcia

Standardna met6da. Zviera sa fixuje za koZn riasy na krku. Pod4 sa
poloviéna davka anestetik na utlmenie bolesti. V okamihy ako je zviera
sedované sa sklenens kapilara jemne zasunie pod oénii gulu a
krdZivym  pohybom sa mierne narugi retroorbitdlny  plexus,
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuldciou a obmedzenim
ohybu. Bolest’ stredna. Trvanie | minttu.
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ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipulécii so zvieratami sa budt dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat’
huménne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Zvieratd si chované v podmienkach
vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukeia;

predchédzajuice experimenty na potkanoch. Ukazalo sa, Ze podet zvierat v skupine mensf ako 18-20
nie je dostatodne Statisticky relevantny, ked'ze aj u transgénnych zvierat sa vyskytuje variabilita
dand mierou expresie transgénneho proteinu.

Nahradenie:

Zvieratd nebudi vystavené opatovnému pouZitiu ani kumulativnemu Géinku.

Projekt nevyZaduje spatné posidenie (podla Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 2.z.).

r

dostavajii nizke davky netoxickych protildtok, ktoré nesposobuju Ziadnu nebezpeénti imunitny
odpoved’, ktord by viedla k poskodeniu organizmu. Ziskané informécie z predkladaného
experimentu vyznamne napomdZu pochopit’ mechanizmus Sirenia neurofibrildrnej degenericie a Jjej
pripadného zastavenia prostrednictvom imunitnej odpovede,

Zagiatok pokusu je plénovany na 3.4.2017 a bude sa realizovat’ do konca roka 2017,

Zvierata nebudy vystavené opétovnému pouZitiu,

Projekt nevyzaduje spdtné postidenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 2.2.).



