Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: 4[102[? / 45 2 7 J(/

Vyvoj nového transportného systému pre transport lieCiv do mozgu.

Podrobny uéel postupu:

Hematoencefalickd bariéra (HEB) je bariéra tvorend endotelovymi bunkami, ktoré lemuji mozgové
mikrokapiléry. HEB predstavuje vel'ku prekdZku vo vyvoji novych terapeutik pre centralny nervovy
systém. Niektoré zdroje uvadzaju ze az 100% lie¢iv s velkou molekulovou hmotnostou, ako su
peptidy, rekombinantné proteiny, monoklonalne protilatky, lie¢iva na baze RNA, ¢i lieCiva génove]
terapie a az 98% lie¢iv s malou molekulovou hmotnostou nie je schopné prechadzat’ cez HEB do
mozgu. Tento fakt vyrazne limituje moZnosti farmakoterapie mozgu a vedie k intenzivnemu
vyskumu v danej oblasti.

PredloZeny projekt méa ambicie pripravit’ nové systémy na baze proteinov pouZiteln€ na transport
terapeutik do mozgu. Zvieratd budu pouZité na testovanie prechodu tychto latok do mozgu
a stanovenia zékladnych farmakokinetickych parametrov testovanych latok (mozog/plazma) ako su
napr. pomer koncentracie plazma/mozgové tkanivo, plocha pod krivkou koncentracie, plazmaticky
poléas, distribu¢ny objem ainé. Na zaklade tychto parametrov bude mozné vyselektovat' latky,
ktoré moéZu byt v budicnosti pouzité ako terapeutické systémy pre transport lie¢iv do mozgu..
Zvieratd budli uvedené do hlbokej anestézie, budl im jednordzovo intravendzne podané testované
latky. Zvierata budd rozdelené do skupin (4 skupiny po 6 zvierat, rozny ¢as (napr. 5,10,30,60 min),
ukonéenie experimentu v &ase 60 min) Nésledne sa im odoberie krv, a budi huménne usmrtené
pomocou dekapitacie. Mozgové tkanivd a plazma budi pouZité na analyzu koncentrécie latok
pomocou modernych analytickych technik ako LC-MS/MS a vysokocitlivda imunochemicka
analyza.

Celkom bude pouZitych 60 samcov vo veku pribliZzne 16 tyZdiiov.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Vzhladom na komplexnost’ dejov odohravajicich sa v organizme, sicasnd uroveil vedeckého
poznania neumoZiiuje nahradit” poznatky ziskané z farmakokinetickych $tudii na zvieratéch za tie,
ktoré pochadzaju z in vitro experimentov.

Budeme testovat’ dve latky. V jednotlivych skupinéch pre individuélne latky bude 30 zvierat.
Planujeme 4 &asové body po 6 zvierat (+6 zvierat ako zdloha).V jednotlivych skupinich pre
individualne latky bude 30 zvierat. Podet zvierat zohladiluje biologicku variabilitu a potrebu

viacerych &asovych bodov pre stanovenie zakladnych farmakokinetickych parametrov.

¢asovy bod | €asovy bod | ¢asovy bod | €asovy bod
1 2 3 4
rezerva 6
Latka 1 6 zvierat 6 zvierat 6 zvierat 6 zvierat zvierat
rezerva 6
Latka 2 6 zvierat 6 zvierat 6 zvierat 6 zvierat zvierat

Pokusy st navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s

laboratérnymi zvieratami.

Manipuldcia so zvieratami:
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Charakteristika | Vplyv na zviera

postupu o

ViiZenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuldciou. Bolest’ Ziadna.
Trvanie 1-2 mintty.

Kratkodoba fixacia Standardn4 metéda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny

a intraperitonealna manipulaciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slab4. Trvanie 30

injekcia anestetik sekund.

Intravenézne podanie Standardna metdda. Zvieratu sa v celkovej anestéze nastrihne a

latok do arteria odpreparuje koZa na vnitornej strane zadnej kon&atiny. Sledovana

femoralis latka sa pomaly poda pomocou injekénej striekaéky do arteria
femoralis.

Odber krvi z arteria Standardnd metoda. Zvierat'u sa v celkove] anestéze nastrihne

carotis spolocna karotida a odoberie sa niekolko ml krvi. Nasledne sa
zviera huménne usmurti dekapitaciou.

Zohl’adnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulacii so zvieratami sa budi dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude
zaobchadzat humdnne a nebude sa im vyvijat prebytoény stres. Zvieratd si chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukeia: Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$Sej moZnej miere a zdrovefi
zabezpecujuci $tatisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost” dejov odohravajucich sa v organizme, stdasnd vroveii
vedeckého poznania neumoZiiuje nahradit’ poznatky ziskané z farmakokinetickych §tadii na
zvieratach za tie, ktoré pochadzaji z in vitro experimentov

Zasada nahraditel'nosti zvierat

Pre hl'adanie alternativnej metddy sme pouzili nasledovné registre medzinirodne overenych a
uznanych alternativnych metdéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu
metodu, ktort by sme mohli pouZit' vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos
Zvieratd v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu, vietky odbery tkaniv sa uskutoénia
v hlbokej anestézii, a po odbere budi zvieratd huménne usmrtené. Vysledky ziskané z planovaného

experimentu mdZu vyznamne napomdct’ pri vyvoji novych terapeutickych systémov pre transport
lie¢iv do mozgu.

Zaciatok pokusu je planovany na 1.12 2016 a bude sa realizovat’ do 1.12. 2017.
Zvierata nebudt vystavené opétovnému pouzitiu.

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

Nazov projektu:
Vytvorenie trojitého in vitro bunkového modelu pre §tidium transportu latok — 742 (/7/ 7 -2/ M

Podrobny ucel postupu:

Hematoencefalicka bariéra (HEB) je bariéra zodpovednd za kontrolu transportu latok medzi
periférnym prostredim organizmu a centralnou nervovou sustavou. HEB predstavuje prekazku pre
transport latok svelkou molekulovou hmotnostou ako st peptidy, rekombinantné proteiny,
monoklondlne protilatky, lie¢iva na baze RNA, &i lie¢iva génovej terapie. Tento fakt limituje
mozZnosti farmakoterapie mozgu a vedie k intenzivnemu vyskumu v danej oblasti.

Aby bolo moZné v podmienkach in vitro §tudovat mechanizmus transportu latok, proteinov, &i
kratkych peptidov medzi krvou resp. cerebrospinalnou tekutinou a centralnou nervovou sustavou a
zarovenl najst’ U¢inny systém pouzitelny pre transport terapeutik do mozgu, je potrebné vytvorit
vhodny bunkovy model.

Z anatomického hladiska je HEB tvorend tzv. neuro-vaskularnou jednotkou, ktord pozostiva
znervovych, gliovych a endotelovych buniek. Nami vytvoreny trojity HEB bunkovy model pre
sledovanie transportu litok medzi krvou a mozgom bude pozostavat’ z primérnych gliovych buniek,
pericytov a endotelovych buniek. Pre sledovanie transportu latok medzi cerebrospinalnou tekutinou
a mozgom bude pouZity bunkovy model zhotoveny z primarnych epitelovych buniek.

Zvieratd v predkladanom projekte budu pouzité na pripravu primarnych bunkovych kultir, ktoré
nasledne budu sluZit’ na zhotovenie bunkovych modelov. Vytvoreny bunkovy model bude pouZity
pre Studium testovania prechodu latok do mozgu a stanovenia zdkladnych farmakokinetickych
parametrov testovanych latok. Na zaklade uvedenych parametrov bude mozné vyselektovat’ latky,
ktoré m6zu byt’ v budiicnosti pouZité ako terapeutické systémy pre transport lieiv do mozgu.
Zvierata budu uvedené do hlbokej anestézie, humanne usmrtené pomocou dekapiticie a nasledne
im bude odobraté mozgové tkanivo. Mozgové tkanivd budi pouZité na pripravu primérnych
gliovych, endotelovych, epitelovych a pericytovych bunkovych kultur.

Pocas trvania projektu bude kazdy tyzden usmrenych 8 1-dfiovych potkanov a 4 dospelé potkanie
samice. Celkovo bude pouZzitych 800 zvierat.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Za ucelom Stadia transportu latok, proteinov a kratkych peptidov medzi krvou resp.
cerebrospinalnou tekutinou a centralnou nervovou sustavou je nevyhnutné vytvorenie funkéného in
vitro bunkového modelu. Bunkovy model bude pozostavat z gliovych buniek, pericytov
a endotelovych buniek. Pre sledovanie transportu latok medzi cerebrospindlnou tekutinou
a mozgom bude pouZity model zhotoveny z primarnych epitelovych buniek.

V pravidelnych tyZdtiovych intervaloch bude pouZitych 8 1-diiovych zvierat a 4 dospelé samice.
Pocet zvierat zohl'adfiuje potrebu pravidelnej pripravy viacerych bunkovych kultar.

Pokusy su navrhnuté v sulade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s
laboratérnymi zvieratami.

Manipulacia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu

ViZenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest’ Ziadna.
Trvanie 1-2 mintty.
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Kratkodoba fixdcia Standardnd metdda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny

a intraperitonealna manipulaciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30

injekcia anestetik, sekund. Pred odobratim mozgového tkaniva sa zviera humdnne

dekapitacia usmrti dekapitaciou. V pripade 1-diiovych potkanov budi zvierata
usmrtené rychlo dekapitaciou.

ZohPadnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulécii so zvieratami sa budu dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude
zaobchddzat’ huméanne a nebude sa im vyvijat’ prebytoény stres. Zvieratd su chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukcia: Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$$ej moznej miere a zaroveii
zabezpedujuci §tatisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost’ dejov odohravajtcich sa v organizme, sti¢asna trovefi
vedeckého poznania neumoZiuje nahradit’ poznatky ziskané z farmakokinetickych §tudii na
zvieratach za tie, ktoré pochadzaji z in vitro experimentov

Zasada nahraditePnosti zvierat

Pre hl'adanie alternativnej metddy sme pouzili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metdd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu
metodu, ktort by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach. '

Utrpenie versus prinos
Zvieratd v danom experimente nebudi vystavené utrpeniu, vSetky odbery tkaniv sa uskutoénia
v hlbokej anestézii. Zvieratd budu humédnne usmrtené. Vysledky ziskané z planovaného

experimentu mézu vyznamne napomdct pri vyvoji novych terapeutickych systémov pre transport
lie¢iv do mozgu.

Zaciatok pokusu je planovany na 1.12. 2016 a bude sa realizovat’ do 1.12. 2017.
Zvierata nebudi vystavené opatovnému pouzitiu.

Projekt nevyZzaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu

Nézov projektu: &4 2a / Ab-221m

Poskodenie mozgovo-cievnej bariéry v prostredi neurodegeneracie u transgénnych potkanich modelov
pre tauopatie

Podrobny tidel postupu:

Mozgovo-cievna bariéra (MCB) je tvorena vrstvou endotelovych buniek, ktoré sa nachadzaju na
povrchu mozgovych ciev. Susedné endotelové bunky su k sebe pevne pttané pomocou tzv. tesnych
spojov, ktoré medzi mozgovym tkanivom a krvnym rie¢i§fom tvoria fyzicku bariéru. Celistvost’
MCB zaistuje idbnovi homeostdzu, nevyhnutnu pre neurondlnu aktivitu, spravny tok Zivin z krvi do
mozgu a zarovenl tiezZ chrdni centrdlny nervovy systém (CNS) pred vniknutim potencidlne
Skodlivych latok (cirkulujuce makromolekuly, toxiny, patogény, a iné). Je vSeobecne zname, Ze
zoznam ochoreni CNS zahfiiajicich poSkodenie MCB neustale narastd. Medzi tieto ochorenia
zarad'uyjeme aj neurodegenerativne tuopdtie, ako napriklad Alzheimerovu chorobu, Pickovu
chorobu, frontotemporalnu demenciu, kortikobazdlnu degeneraciu a dalSie. Dostupnost’
transgénnych potkanich modelov (SHR-72, SHR-24 a WISTAR-72) ndm umoziluje pozorovat
zmeny odohravajtce sa v MCB v priebehu neurodegeneracie spdsobenej vyhradne tau proteinom,
bez ohl'adu na amyloidovu zloZku.

Ciel'om projektu je charakteristika rozsahu poskodenia mozgovo-cievnej bariéry u transgénnych
potkanich modelov (SHR-72, SHR-24 a WISTAR-72) v prostredi neurodegeneracie spdsobenej tau
proteinom a porovnanie poskodeni u jednotlivych linif transgénnych zvierat. Poskodenie MCB bude
pozorované na viacerych trovniach:

a, biochémia — sledovanie koncentracii markerov prestupu v plazme a v mozgovom tkanive:

. pre malé molekuly (sodna sol’ fluoresceinu)

. pre proteiny (Evansova modrd)

b, histologia — sledovanie prestupu sérovych proteinov do jednotlivych €asti mozgu

¢, elektrénova mikroskopia — zmeny na Urovni ultrastruktiry neurovaskularnej jednotky

d, transkriptomické Studie buniek MCB

e, proteomicka analyza buniek MCB

Celkom bude pouzitych 750 zvierat v rdznych vekovych kategdriach

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Vzhladom na komplexnost dejov odohrdvajucich sa v organizme, sicasné Urovenl vedeckého
poznania neumozituje nahradit’ poznatky ziskané zo §tidii na zvieratach za tie, ktoré pochadzaju z
in vitro experimentov.

Na charakterizaciu poSkodenia MCB v jednotlivych transgénnych linidch bude pouZitych 750
zvierat. Pocet zvierat zohl'adiiuje biologicku variabilitu a potrebu viacerych zvierat pre proteomické
a transkriptomické experimenty (minimalne potrebné mnozstvo tkaniva).

riptomicka analyza |

TG/CT TG/CT
100+100 545
100+100 5+5
100+100 5+5

Cast’ zvierat sa pouZije na analyzu prechodu markerov do mozgového tkaniva. V tejto Casti sa
zvieratam ip. aplikuje dany marker (fluorescin, evansova modra) a po 30 minutach sa zviera uvedie
do celkovej anestézy a perfunduje. Nasledne sa odoberie mozgové tkanivo na analyzu.

1
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Najvdcsia Cast’ zvierat (dokopy 600) sa pouZije na transkriptomické experimenty v ktorych
plénujeme analyzovat’ velké mnoZstvo génov. Nakolko budeme z mozgového tkaniva (z &asti
mozgu postihnutej tau patoldgiou) izolovat’ iba kapilérnu frakciu a nasledne z nej izolovat’ RNA, je
nutné na takito analyzu zhromazdit’ velke mnoZstvo materidlu. Z naich predoSlych skisenosti
vieme Ze RNA zo zvierat musime zludovat’ aby sme mali dostatok materidlu na jednotlivé PCR
arrays. Pre kazdd transgénnu liniu pouZijeme 100 transgénnych zvierat a 100 kontrolnych zvierat
rovnakého veku.

Pokusy st navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahujui na pracu s
laboratérnymi zvieratami.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera
postupu . s , o , 2
Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest’ Ziadna.
Trvanie 1-2 mintty.

Kratkodoba fixacia Standardna metdda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny
a intraperitoneaalna manipuléciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30
aplikdcia latok sekuind.
Kritkodoba fixacia Standardna metdda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny
a intraperitonealna manipuléciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30
injekcia anestetik sekind.
Transkardialna Standardna metdda. Zviera sa v celkovej anestézii transkardialne
perfizia perfunduje $tandardnym roztokom.

ZohYadnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulacii so zvieratami sa budd dodr#avat interné SPP. So zvieratami sa bude
zaobchéddzat’ humanne a nebude sa im vyvijat' prebytodny stres. Zvieratd s chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam.

Redukeia: Stanoveny poget zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$iej moZnej miere a zarovest
zabezpeCujuci Statistickd relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie: Vzhladom na komplexnost dejov odohrdvajucich sa v organizme, stidasna Groved
vedeckého poznania neumoZiiuje nahradit’ poznatky ziskané zo §tadii na zvieratich za tie, ktoré
pochéadzajii z in vitro experimentov.

Zasada nahraditePnosti zvierat
Pre hl'adanie alternativnej metédy sme pouzili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu

metodu, ktora by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu, vietky odbery tkaniv sa uskutodnia
v hlbokej anestézii, a po odbere budd zvieratd humanne usmrteng. Vysledky ziskané z planovaného
experimentu mézu vyznamne napomadct’ pri vyvoji novych terapeutik pre neurode generécie.
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Zatiatok pokusu je planovany na 1.12. 2016 a bude sa realizovat do 31 12.2018.

Zvieratd nebudu vystavené opitovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné postidenie (podl'a Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

S . . . Vy—e2
Nizov projektu: Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 443 L’//é 4
Prenatélne a postnatilne uginky ligandov § a p opioidnych receptorov na vyvoj a funkciu
hipokampu

KPadové slova v projekte: p a 8 opioidné receptory, hipokampélna excitabilita, napdtovo
z4vislé i6nové kandly, transportné proteiny, patch clamp, in vivo elektrofyziolégia,
hipokampélna plasticita, stres, depresia, aldosteron, dendritické tfne, elektronova mikroskopia

Ukel projektu:

Hlavnym cielom projektu je ndjdenie spoloénych a rozdielnych &t mechanizmu, ktorym pa 8
opioidné receptory ovplyviluji hipokampdlnu excitabilitu a zistenie, ako sa u¢inky aktivécie
a inhibicie tychto receptorov lisia v kontrolnych zvieratdch a zvieratach, ktoré boli vystavené
stresu alebo ktoré predstavuju zvieraci model depresie.

Opisat’ ciele projektu:

Budeme analyzovat’ in vitro a in vivo (prenatalne a postnatilne) akutne a chronické ucinky
ligandov p a 8 opioidnych receptorov na morfolégiu a excitabilitu hipokampalnych neurénov
potkanov. V priméamnej kultire neonatdlnych hipokampalnych neurénov potkana budeme
sledovat i) zmeny v generovani spontannych i depolarizaciou aktivovanych sérii ak&nych
potencialov; ii) suvisiace zmeny aktivity napétovo zavislych i6novych kandlov; iii) nésledné
zmeny expresie transportnych proteinov; iv) remodeldciu dendritickych tfflov. V intaktnych
mozgoch anestetizovanych zvierat budeme sledovat’ zmeny generovania akénych potencialov
jednotlivych hipokampélnych neurénov v prostredi zachovanych interakeif s inymi ¢astami
mozgu. Uéinok ligandov & opioidnych receptorov prizmene hipokampalnej plasticity
vyvolanej depresii podobnym stavom alebo chronickym stresom budeme analyzovat
pomocou behavioralnych testov a pouzitim Specifickych neuroendokrinnych markerov
a markerov mozgovej plasticity.

Prinos z vykonaného projektu:

Jedna sa o zdkladny vyskum, ktory v dlhodobom meradle moze byt d’alej vyuZity v klinickej
praxi. Ligandy opioidnych receptorov st pouzivané na liecbu silnej akutnej a chronicke]
bolesti. V sudasnosti pouZivané lieky, ktoré su ligandy p opioidnych receptorov, maju
z4vazne neziaduce vedlaj§ie u€inky a su navykové. Je predpoklad, Ze ligandy & opioidnych
receptorov nebudd spdsobovat’ navyk a budu mat’ menej neZiaducich téinkov. Pochopenie
rozdielov v mechanizme pdsobenia tychto dvoch druhov ligandov prispeje k vyvoju novych
lie€iv.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné podty:



Laboratérny potkan — Rattus norvegicus, dospelé samce (160 ks) Wistar (Velaz, Praha, Ceska
republika). Laboratérny potkan — Rattus norvegicus, gravidné samice (120 kusov) + mlad’atd
cca 1200 ks (odhadujeme 10 mladat/vrh), dospelé samce 480 ks, Wistar, Dobra Voda, SR.
Spolu 640 dospelych jedincov acca 1200 mladat zo 120 vrhov za celé obdobie trvania
pokusu (4 roky). Dévodom pre pouZitie potkanov rovnakého kmefia z dvoch rdéznych zdrojov
je, Ze projekt bude riedeny pracovnikmi z troch r6znych tstavov SAV, ktoré maja dlhorocne
sktisenosti s pouZitim potkanov od danych dodévatelov (Velaz — UEE BMC SAV; Dobra
Voda - UEFT SAV a Centrum Biovied SAV. Z hladiska reprodukovatelnosti postupov je
Jiaduce vykonavat experimenty na potkanoch od dodavatefov, na ktorych boli
experimentalne pristupy validované.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v riamci vykondvania
projektu:
Zvieratd az do zadatia experimentdlneho postupu nebudi vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom.

Pri skumani prenatdlneho vplyvu ligandov opioidnych receptorov budeme paralelne sledovat’
vzdy dve gravidné samice, ktoré budi vystavené subkutdnnemu poddvaniu bud'to
fyziologického roztoku (kontrola) alebo skiimaného ligandu opioidného receptora. Aplikdciu
zaéneme pred gestdciou a bude trvat’ podas gravidity. Po narodenf mldd'at budeme sledovat
a porovndvat’ spravanie matiek a mlad’at v oboch skupindch (kontrola — ligand OR). Cast
mlad’at bude vo veku 14 — 21 dni po uvedeni do celkovej anestézie humdnne usmurtend, bude
im odobraty mozog na pripravu rezov, ametéodou patch clamp bude zmerana
elektrofyziologickd aktivita neurénov. Po ukondeni experimentu budi zvieratd humanne
usmrtené podanim nadmerného mnoZzstva anestetika.

Pred in vivo elektrofyziologickym meranim budu zvieratda podrobené celkovej anestézii. Po
ukondeni tohto merania bud(l humanne usmrtené podanim nadmerného mnoZzstva anestetika.

Model obmedzenia pohybu zvierata (tzv. restraint stress) predstavuje prevaZne psychicky
stresovy podnet, pri ktorom sa zvieratd umiestnia do S$pecidlnych priehladnych
hypokinetickych klietok v tvare valca, ktoré znemoznia pohyb zvierat’a, ale nespdsobia
bolest’. Zvieratd budi vystavené tomuto podnetu po dobu 2 hodin kazdy deii, a to 30 minut po
aplikécii farmék. Po skondeni hypokinézy budt potkany vratené do svojich domacich klietok.
Kontrolné zvieratd ostanii bez akejkol'vek manipulacie. Model depresie je zaloZeny na
vyvolani hyperaldosteronizmu, teda zvySenia koncentracii aldosterénu v plazme potkanov.
Aldosterén alebo vehikulum budt kon$tantne vylu€ované zo subkutdnne implantovanych po
dobu 2 tyZdilov. Zavedenie osmotickych minipimp prebehne v aseptickych podmienkach, v
celkovej inhalatnej anestézii pomocou izoflurdnu. Implantacia minipimp trva priblizne 2
minuty, na uzatvorenie incizie sa pouzivaju 7 mm klipy (Alzet Wound Closure). Minipumpy
su implantované do oblasti medzi lopatkami (midscapular region), kde zvieratu nijako
neprekazaja v pohybe a nespésobujui Zziadnu bolest’ alebo nepohodlie.



Zvieratd vystavené testu nuteného plavania budu po ukonéeni testu dokladne vysuSené a
vratené do svojich klietok. Na konci experimentov s pouzitim modelov chronického stresu
a depresie budu zvieratda humanne usmrtené dekapitaciou bez predchadzajicej anestézie.

Predpokladana uroven krutosti:

Podla prilohy ¢.4 k nariadeniu vlady Slovenskej republiky ¢€.377/2012 Z.z. klasifikujeme
krutost’ nasich postupov pre pripravu primarnych hipokampalnych kulttr, pre pripravu rezov
z hipokampu a pre in vivo elektrofyziologické merania na tirovni ,,bez mozZnosti zotavenia®,
v pripade zvierat vystavenych tzv. ,restraint modelu stresu na urovni ,,strednd®, v pripade
testu nuteného pldvania na Grovni ,.strednd®, v pripade testu vyvyseného plusového bludiska
na urovni ,,slaba“, v pripade implantacie subkutannych osmotickych minimimp na trovni
,.stredna®, v pripade intraperitonedlnej aplikdcie latok na urovni ,,slaba®.

Uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat: v projekte budi sledované uéinky ligandov opioidnych receptorov na
hipokampalnu excitabilitu, beta-endorfinové a neuropeptidy-sekretujice neurény. Nakol'ko sa
jednd o zlozité StruktGry buniek, ktoré nie st schopné delenia, je potrebné pracovat’ so
zvieratami.

2. Redukcia poltu zvierat: polty zvierat s stanovené z hladiska reprodukovatelnosti
a validity projektu. ZniZovanie po¢tov by ovplyvnilo validitu dosiahnutych vysledkov.

3. Zjemnenie: pokial' je to moZné experimentilne postupy budu vykondvané v celkovej
anestézii, aby nedochadzalo k zbyto&nému utrpeniu, spdsobovaniu bolesti alebo zbytocného
stresu. Zjemnenie spoliva aj v dodrziavani starostlivosti o zvieratd podla poZiadaviek
ustanovenych v nariadeni vlady. Zvieratd budu v pripade zistenia zhorSenia zdravotného stavu
z projektu vyradené a humanne usmrtené.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schval’ovaniu: }&é
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Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: 443% Mé ~z2z4 |5
Cytoarchitektura vapnikovej signalizacie'srdcovych myocytov vo vyvoji hypertrofie myokardu

KPacové slova v projekte:
Vépnikova signalizacia, komorovy myocyt, srdce, hypertrofia, zlyhanie srdca

Ukel projektu:
Objasnit’ vztah véapnikovej signalizacie kardiomyocytov k maladaptivnemu vyvoju pocas
hypertrofie srdca.

Opisat’ ciele projektu:

Rozvoj hypertrofie spdsobenej poSkodenim alebo pretazenim srdca vedie k zlyhavaniu srdca,
ktoré straca svoju schopnost’ pumpovat’ krv a zabezpecit' okyslienie tkaniv v ludskom
organizme. Pritom hypertrofia srdca spdsobend tréningom naopak zvySuje schopnost’ srdca
zabezpedit' dostatoéné zésobenie organizmu okysli¢enou krvou. Jednym z mechanizmov,
ktoré sa zhor8uju iba podas patologickej, nie vSak fyziologickej hypertrofie, je aj vapnikova
signalizdcia v kardiomyocytoch, Ked'Ze tento proces zohrédva ulohu nielen pri reguldcii
kontrakcie srdca, ale aj v regulacii metabolizmu srdcovych myocytov, nie je jasné, €i je jeho
zhorSovanie polas patologickej hypertrofie dosledkom, alebo priinou ostatnych zmien.
Ciefom tohto projektu je sledovat’ zmeny vo vapnikovej signalizicii pocas réznych foriem
hypertrofie — patologickej, sposobenej farmakologickym poSkodenim myokardu,
fyziologickej, spdsobenej tréningom, a rastovej, sposobenej rastom a dozrievanim myocytov
podas rastu jedinca — a porovnat’ procesy, ku ktorym v tomto ¢ase dochadza.

Prinos z vykonaného projektu:

Udaje ziskané na tkanive a izolovanych myocytoch troch experimentalnych modelov zataze
myokardu vyuZzijeme pre pochopenie pdsobenia fyziologickych a patologickych stimulov
vyvolavajucich hypertrofiu.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné pocty:
1. potkan laboratoérny, kmeii Han Wistar, samce, vek 1 — 6 mesiacov, hmotnost’ 60-350g.
210 ks na celé obdobie trvania projektu.

2. potkan laboratérny, kmei Han Wistar, gravidné samice. 43 ks na celé obdobie trvania
projektu, ocakavany pocet miad’at 340 ks (~8 mlad’at na vrh).

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

Zvieratam v skupine farmakologického poskodenia myokardu bude jednordzovo podana
toxicka davka farmaka spdsobujticeho poSkodenie srdca. Nasledkom podania farmaka moze
dojst’ k imrtiu zvierata v priebehu niekolkych hodin po zasahu. Smrt’ v tychto pripadoch
nastdva ruptirou alebo nahlou zéstavou srdca. V oboch pripadoch je utrpenie zvierata pred
smrtou velmi kratkodobé. Po prekonani prvych hodin sa zviera rychle zotavuje apo 24
hodinich nejavi znamky diskomfortu. V pripade, Zze sa zviera do 24 hodin po aplikacii
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farmaka nezotavi, bude nasledne vyradené z experimentdlnej skupiny aihned humanne
usmrtené.

Zvieratam v skupine vehikula bude jednordzovo podané vehikulum (0,05% Kkyselina
askorbova vo fyziologickom roztoku v objeme 0,3-0,75 ml). Vzhl'adom na aplikdciu tenkou
sterilnou ihlou, osobou, na ktor(i s zvieratd zvyknuté manipulaciou, bude miera ich
diskomfortu slaba a kratkodoba.

Potkany v behacej skupine bud(i umiestnené v klietkach samostatne, aby bolo moZné
monitorovat’ ich pohybovu aktivitu. Potkany tak budi v socidlnom strese, no budi drzané
v priehladnych klietkach v miestnosti sinymi potkanmi, takZe snimi budi mdct
komunikovat’ prostrednictvom zraku, vokalizdcie a pachov. Kontrolné potkany pre tito
skupinu budi drzané samostatne pre rozoznanie ucinkov tréningu a CiastoCnej socidlnej
izolacie. Tieto v8ak budu rovnako v prichladnych klietkach s moznostou vizualnej, vokalnej
a pachovej komunikicie sjedincami v okoli. Potkany budii prechovavané v obohatenom
prostredi s pristupom ku hracke (papierova rolka).

Potkany, ktorym bude vykonané meranie EKG a echokardiografia, bud(i na dobu merania (15
minut) podrobené izofluranovej inhalagnej anestézii.

Samiciam po pérode budi postupne odoberané mlad'atd. Strata mladdat je pre potkany
stresujiica, no v prirode sa berne vyskytuje. V pripade straty posledného mladata pred
odstavom bude samica huménne usmrtend, aby sa predislo nadmernému stresu, pripadne
komplikéaciam spojenym s produkciou ale neodoberanim mlieka.

MIlad’atam nebude spdsobené Ziadna tjma.

Predpokladana urovei krutosti:
Podla prilohy &.4 nariadenia vlady Slovenskej republiky €. 377/2012 Z.z. klasifikujeme
krutost’ planovanych postupov nasledovne:

Postup Uroveti krutosti | Zddvodnenie

Usmrtenie zvierata bez moZznosti

pre odber srdca zotavenia

Odoberanie mlad’at slaba Samiciam bude odobrané jedno, maximalne dve

samiciam mlad’ata naraz. Pri odobrati poslednych mlad’at
pred dobou odstavu bude samica huménne
usmrtena.

Meranie EKG a slaba Meranie EKG a echokardiografie sa vykonévajl

echokardiografia v celkovej izofluranovej inhala¢nej anestézii.

Umiestnenie v klietke | slaba Jedinec musi byt umiestneny samostatne, ¢o

s behacim kolesom — spdsobuje socidlny stres, znizeny moznostou

dobrovol'né behanie vizudlnej, sluchovej a pachovej komunikécie.

Samostatné slaba Samostatné umiestnenie jedincov spdsobuje

umiestnenie v klietke socialny stres, zniZeny moznostou vizuélnej,
sluchovej a pachovej komunikécie.

Intraperitonedlna slaba Vehikulum je aplikované tenkou ihlou zvieratam

aplikécia vehikula zvyknutym na manipulaciu.

Intraperitonedlna stredna Farmakum je podavané tenkou ihlou zvieratam

aplikacia farmaka za zvyknutym na manipuléciu. Zvolené farmaka

ucelom poskodenia spdsobuju kratkodobé (v hodinach) utrpenie s

myokardu alebo ER rychlym zotavovanim, po 24 hodinach zvierata

stresu neprejavuju zndmky diskomfortu.




Uplatiiovanie zasad 3R

poZiadavka nahradenia

Nakolko predkladany projekt je zamerany hlavne na rozrieSenie Struktiry a funkcie srdca na
urovni tkaniva, buniek a subceluldrnej Grovni u potkanov s hypertrofiou srdca, nie je mozné
tieto nahradit’ ani meranim na celych zvieratach (napr. magneticka rezonancia, sonografia
celych zvierat v anestéze) kvoli nedostatoénému rozliSeniu alternativnych metéd, ani na
bunkovych kultirach, ktoré nezodpovedajii vlastnostiam buniek v Zivom orgéane. Rovnako nie
je mozZné tieto metody nahradit’ po¢itaovou simuléciou.

poZiadavka redukcie

Projekt bol optimalizovany z hl'adiska minimalizacie poctu pouZitych zvierat, priom bude
pouZzity minimalny podet zvierat potrebny na dosiahnutie Statisticky signifikantnych
vysledkov, uktorych je moZnd jednoznacnd interpretdcia, s prihliadnutim na dspeSnost’
izolacie myocytov a uspeSnost’ ziskavania dat kombinovanymi molekuldrno-biologickymi,
elektro-fyziologickymi, mikroskopickymi a morfometrickymi metddami.

Pokial’ to bude mozZné, srdcia, respektive izolované myocyty z potkanov planovanych pre
optimalizaciu buda pouzité v d’al$ich experimentoch. Ziskané experimentalne data priebezne
vyhodnocujeme, &¢im predchddzame zbytoénému navrSovaniu poctu experimentov. Ked'Ze
experimentalne zvieratd spractivame priebezne v mensich skupinach (max. 4 za deil, max 16
za tyzderi), mdzeme zber dat z kaZdej skupiny ukonéit ihned’ po dosiahnuti Statisticky
relevantnej skupiny.

poZiadavka zjemnenia

Ako zdroj srdcovych myocytov sme zvolili menSich cicavcov — laboratorne potkany, ktorych
hrudny k6§ sa da rychlo otvorit, o umoZiuje rychlu exciziu srdca azniZenie rizika
degradacie srdcovych buniek. Dozrievanie arastova hypertrofia srdcovych myocytov
potkanov sa navy$e odohrava v skorych postnatalnych Stadiach, o umozituje ich Stidium po
narodeni a znizuje tak podet usmrtenych mladat pri zachovani nahodného vyberu jedincov
z viacerych vrhov.

Na minimalizaciu bolesti zvierat pri injekénej aplikacii farmak a anestetika pouZivame tenke,
sterilné ihly srozmermi 0,3 x 12mm (priemer x di¥ka). Aplikaciu farmak a anestetik
vykonava vZdy osoba, na ktort st zvieratd zvyknuté pomocu manipulacie. Excizia srdca sa
vykonava az po navodeni celkovej hlbokej anestézie, ktora je kontrolovana testovanim
utlmenia sluchového a oéného reflexu a reakcie na bolestivy podnet.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: [ ano nie
Podla § 46 nariadenia vlady Slovenskej republiky . 377/2012 Z.z. ods. (2) opétovné
postdenie projektu nevyzaduje, nakol'ko je podany po 31. decembri 2012.



Priloha &. 2
Netechnické zhrnutia projektu

Nazov projektu: Aplikacia kombinovanej terapie na potlacenie sekundérneho poSkodenia
miechy po traume

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: APVV-15-0766 — ‘/7434/ 1 2// ’3

KPucové slova v projekte ( max 5 slov): kompresia miechy, zdpal, inhibi¢né molekuly
rastové faktory, elektrostimulécia.

Ukel projektu’:

Zékladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulaéné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare ['udi alebo zvierat

Ochrana druhov

Vysokogkolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al$ieho pouZivania v postupoch

Ak je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

(napr. nie su ete vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost’ jeho vykonania z hladiska vedy,
z klinického hl’adiska)

Cielom predloZeného projektu je redukovat’ sekundédrne poSkodenie v mieche po traume.
Zvysené uvoliiovanie dvoch skupin rastovych inhibitorov — inhibitorov spojenych
s myelinom (MAIs) a inhibitorov spojenych s extraceluldrnou matrix (ECM) v okoli lézie
vyrazne  limituje  funk®nt  obnovu  aanatomické  znovu-usporiadanie - Struktir
v experimentalnych modeloch pogkodenia miechy. Dévodom pre vyuzitie navrhovaného
pristupu je skutognost, Ze obmedzenie vplyvu inhibitorov spojenych s MAls alebo ECM
genetickou deléciou alebo farmakologickou inhibiciou sice umoZni obmedzeny rast axonov,
ale nie je schopny zabezpetit' ich regeneraciu na vacsiu vzdialenost’. Planujeme podporit
regenerciu axénov a zlep§it' funkdny stav po traume miechy blokovanim signalnych drah pre
tieto rastové inhibitory v kombinécii s terapeutickym poésobenim biodegradovatelného
materidlu, tj. chitozan-kolagénu obohateného o vybrané trofické faktory a elekirostimulaciou.
Navyge, experimentalne bolo dokézané, Ze vytrvalostny tréning (beh) sposobuje pretrvavajici
nérast BDNF hladiny v krvnom obehu. Ked7e BDNF prechadza cez hematoencefalicku
bariéru v oboch smeroch, jeho zvySend hladina v krvi mdZe predstavovat’ potencidlny
rezervodr pre potreby mozgu za kludovych podmienok. NaSe predchadzajiice vysledky
ukazali, 7e 6-tyzdiiov trvajlici vytrvalostny tréning ma dva dni po ukoneni posledného
cvidenia za nasledok signifikantné zvysenie hladiny BDNF a TrKB mRNA v striate, strednom
mozgu a hipokampe (0 58%, 89% a 62%) (62). Navyse, fyzicky tréning (dobrovolné, aktivne
krokové cvidenie v kombinécii s pasivnymi pohybmi prednych a zadnych kon€atin) uéinne
zvysuje posttraumatickt trovett BDNF, NT-3 a NT-4, ¢im podporuje vhodné prostredie pre
rast axénov. Predpokladdme, Ze 6-tyzdilovy vytrvalostny tréning (beh) pred samotnym
poskodenim miechy zvy$i uroveil neurotrofickych faktorov a ich receptorov v motoneurénoch
miechy, ovplyvni regeneranu kapacitu neurénov av koneénom dosledku g samotnu
kompenzaént schopnost’ miechy voci poskodeniu.




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

Nasa pracovna hypotéza je zaloZend na poznatkoch, Ze vyvin lokalneho edému a vysledna
sekundéarna ischémia v epicentre poskodenia miechy vedie k narastajiicej degeneracii axénov,
ktoré st inak morfologicky neporuené. Predpokladame, Ze potlacenie zapalove) reakcie a
lokalna lie¢ba s biodegradovatelnym materidlom, ktory bude uvolflovat’ vyZivné substancie
polas 1 mesiaca, v kombindcii s inhibitormi spojenymi s myelinovymi fragmentmi a tvorbou
gliovej jazvy + elektrostimuléciou by mohlo mimoriadne pomdct’ pri vypracovani optimalnej
stratégie na reparaciu. Ak sa podarf udrzat’ regeneraény potencial zrelych neurénov a tispesnu
regeneraciu axénov aj po skondeni lie¢by, malo by to znamenat’ klinicky vyznamné zlepSenie
neurologickych funkcii v porovnani s nelie€enymi zvieratami.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
V experimentoch budt pouZité laboratérne potkany (Rattus norvegicus) kmeila Wistar,
samice v polte 525 ks na celt dobu rieSenia (02/2017-06/2020).

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

Kompresia mlechy spbsobi trvaln palaplegla dolnych konéatin s Giastogne ~zachovanymi
miechovymi reflexmi. Kompresia bude uskutodnena z dorzélnej sirany miechy, ale tlak na
miechu vyvola poskodeme ktoré sa roz8iri aj do okolia. Tym sa porusia zékladné motorické
reflexy, ktoré zabezpe€uju stalu adaptaciu dizky svalu na pohyb, d’alej polysynaptické reflexy,
ktoré ukonéuju kontrakcie vyvolané napinacim reflexom a exteroceptivne reflexy, ktoré
vznikaji drazdenim receptorov ulozenych predovietkym v koZi. Tieto reflexy budi po
traumatickom poSkodeni miechy zachované iba Ciastone. Motoricka funkcia paraplegicky
posulmutych zvierat sa spontamle obnovuje. V. p11ebehu prvych dni po traume miechy sa
zylerala  premiestiuju pomocou prednych kon&atin, av$ak tento stav Je prechodny. K
plantamemu polozeniu tlapiek dochadza a7z v druhom tyzdni po operaénom zasahu.

Zv161ata po zakroku byvaju apatické. Prvé 2-3 dni po. zakroku dostava zviera, malne vodu
pPOmMOocoU inj 61(0116_] st11ekacky, alebo subkutanne 2x denne fyzmloglcky roztok (1 2m1) aby sa
predislo dehyd1atacu ked7e zviera mose mat’ plob lém so zdvihanim hlavy ku napajadlu.
Takisto ma dostupnu potravu priamo v khetke Ukondenie podavamd fyz1ologlckeho roztoku
urcuje operatér na zaklade pohybovych schopnosti zvierata. Bolest, ktoru zvieratd pocn’uju je
sposobens oper: nym zékrokom. Za ucélom znizenia bolesti sa exper 1mentah1yn1 zyieratam
tesne po kompr sii mlechy, ked je zviera este pod vplyvom anestézie, podaji analgetlka
(Novasul, Rlchterpharma, 2ml/kg) do m. gaslrocnemzcus Analgetika sa Standardne podavaJu
raz. denne po dobu 3 dni po zakroku. Dosledkom {raumatického poskodemm iechy na urovni
ThO je okrem paraplégie zadny néatin aj dotasna strata funkcw (Ciastocnd, alebo 'plna)
vyprdzdiiovania mocoveho mechiira, preto sa zvieratu modovy mechur vyprazdiuje
mechanicky palpatne min. 2x denne, po dobu obnovenia funkcie (priblizne 2 tyzdne),
vykonava a posudzuje operatér.

Predpokladana viroven krutosti:

Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikdciu krutosti postupu oznacit’ ako
,Jruti

Uplatinovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zddvodnenie preco sa nemoze pouZzit’ alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)



Existujtice alternativne met6dy nemdzu poskytnit’ komplexni odpoved’, pretoze sa jedna
o finalne testovanie fyziologickych a patofyziologickych u¢inkov. Podet zvierat pouZitych v
kontrolnej a experimentalnej skupine je obmedzeny na mozné minimum. Zvieratda budu
uspaté Isofluranom, po zdsahu sa im podaju analgetikd (Novalgin). Odber na biochemické
analyzy sa vykona v hlbokej thiopentdlovej anestéze, na histochemické analyzy vylu¢ne po
eutandazii zvierat'a; odoberie sa torakélna a lumbosakralna miecha.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia uréeného poétu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZil minimalny mozny pocet zvierat)

Podet experimentdlnych zvierat (525 ks) bol stanoveny vzhladom ktomu, Ze (1)
predpokladéme velkd individulnu variabilitu vysledkov, ztohto dévodu plénovany pocet 5-
10 kusov zvierat v skupine je podla nafich doterajsich skusenosti najniz8i vhodny pocet pre
ziskanie §tatisticky vyznamnych vysledkov; (2) experimentalne skupiny uvedené v prilohe &.
1 si potrebné na kvalitativne a kvantitativne stanovenie poSkodenia miechy a urcenie
protektivneho vplyvu; (3) traumou poSkodend miecha neméze byt pouZitd zaroveil na
biochemické ako aj histologické a imunohistochemické analyzy.

3. Zjemnenie:

Vietky zakroky, ktoré budi na zvieratach uskutoénené, budu vykonavané pod celkovou
anestézou, t.j. nebudi pre zvierata bolestivé.

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

Experimentalne zvieratd budt podas zakroku v celkovej anestéze, budu im poddvané
analgetikd (Novasul, 2ml/kg, i.m.) a antibiotika (Amoksiklav, 30mg/kg, i.m.), aby sa predislo
pripadnej bolesti a zépalovej reakeii. Kazdodennd starostlivost” experimentalnych zvierat sa
&leni medzi vysokoskolsky vzdelanych reSitelov projektu, ktorf maji prax s experimentami
na zvieratdch. Experimentéalne zvieratd budt po zdsahu oznadené na chvoste a nasledne budt
umiestnené individualne v klietkach s uvedenim &isla zvierata.

Nakolko nepracujeme s infek&nymi ani toxickym materidlmi, zvieratd budu Standartne
umiestené v poopera¢nom oddeleni zvieratnika.

Projekt bude podlichat’ opdtovnému schvalovaniu: dno  nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projekiu: Sprostredkuvaju galekiiny ochranny vplyv
estrogénov/fytoestrogénov na srdce po infarkte myokardu?

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projekiu: i 4. <

Klugové slova v projekte { max 5 slov): infarkt myokardu, fytoestrogény, galektiny

Ugel projektu’: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

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

Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalsieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny Gcel projekiu, uvedie sa aky
Opisat ciele projektu:

1. porovnat glykofenotyp srdca po infarkte myokardu u ovariektomizovanych a

neovariektomizovanych potkanov.

2. vyhodnotit ochranny ug¢inok (fyto)estrogénov na srdce po infarkte myokardu u

ovariektomizovanych a neovariektomizovanych potkanov.

3. porovnat glykofenotyp srdca po (fyto)estrogénovej lie¢be u ovariektomizovanych a

neovariektomizovanych potkanov po infarkte myokardu.

4. vyhodnotit ochranny G¢inok (fyto)estrogénov v kombindcii s blokacnymi protilatkami proti
vybranym galektinom na srdce po infarkte myokardu u ovariektomizovanych a

neovariektomizovanych potkanov.



Infarkt myokardu je najéastejSou etiolégiou smrtiv celosvetovom meradle (Jian-guang,
2013). Tvorba fibrotického tkaniva v loZisku infarktu vedie k hemodynamickej instabilite a porucham
vedenia vzruchov, &o zodpoveda za komorové tachyarytmie (Kun-Li, 2011). Hojenie jazvou zahffa
zostladenie procesov na bunkovej trovni zahrilujdcich migraciu (Woodley et al., 1993), proliferaciu
(Usui et al., 2008) a diferenciaciu (Morasso and Tomic-Canic, 2005). Remodelacia extracelularnej
matrix (Clark, 1990) s naslednou interakciou bunky a prostredia ako aj s komunikaciou medzi
bunkami (Werner et al., 2007) riadia tento proces. Déle¥itt ulohu v koordinacii tychto procesov s
cielom minimalizovat désledky poskodenia na molekuldrnej trovni zastavaju rozne rastové faktory z

radu chemo- a cytokinov (Barrientos et al., 2008).

Daliie objasnenie zloZitej kaskady regulatnych drah v procese hojenia infarktu myokardu ma
okrem klinického aj ekonomicko-socidiny rozmer. Vytvorenie jazvy v lo¥isku infarktu vedie k poklesu
ejekénej frakcie srdca a vzniku praceneschopnosti pre pacienta. Za tymto ucelom sme sa zaoberali
novymi informaciami o réznych aspektoch biologickych vymen informdcii s rastiicou ddleZitostou.
N&& zaujem sme zamerali na glykany ako univerzalne biochemickeé signaly a endogénne lektiny ako
efektivne signél-transdukéné elementy, dané cukrovym kédom (pre koncept a prehlad, prosim

nahliadnite do Gabius, 2009)

Clenovia rodiny galektinov st G¢innymi regulatormi adhézie, rastu a migracie buniek
prostrednictvom interakeif protein/glykan a protein/protein (Gabius, 2006). Si zname svojou
schopnostou senzitivne rozpoznat medzi cukrami povrchovu $truktiru na kontaktnej strane ako aj
mod prezentacie cukru modulovany naprikiad nahradou jadra molekuly (André et al., 2004; Wu et al.,
2007). Na druhej strane bola pozorovana taktie? negativna reguldcia galektinov, ktorych expresia
bola indukovana tumor supresormi a viedla k zniZeniu rastu malignych buniek a zasahovala do
priebehu diferencidcie buniek. Tato negativna reguldcia bola taktiez pozorovana v ramci komunikacie
medzi normélnymi bunkami napr.: medzi T regulaénymi a T efektorovymi bunkami (Kopitz et al.,

2001; Patsos et al., 2009).

Vzhladom na zrejmy vplyv galektinov na migraciu buniek, ktory bol preukdzany na
rakovinovych bunkach hrubého Creva alebo keratinocytoch (Hittelet et al., 2003; Gendronneau et al.,
2008), a ich expresii v malignitach vrstevnatého epitelu, ktora koreluje s progresiou tumorov (Pizék et
al., 2004, Cada et al., 2009) je atraktivne vydetrit pritomnost galaktinov pri hojeni infarktu myokardu
poutitim neskrizene reaktivnych protilatok. Ako pomocka na zobrazenie vizobnych miest galektinov
budd pouZité oznatené galekiiny (prave skimané), t.j. homodimericky galektin-1 a chimericky

galektin-3 (Chovanec et al., 2004; Szabo et al., 2009). Expresiu testovanych galektinov budeme



porovnavat s expresiou dobre zndmych markérov diferenciacie a proliferdcie buniek ako aj s

komponentmi ECM.

Prinos z vykonaného projekiu

Akutny infarkt myokardu je hlavnou pricinou Gmrtnosti po celom svete. Podia Svetovej zdravotnickej
organizacie v roku 2008 ischemickd choroba srdca zapri€inila 7,25 miliéna Gmrti na celom svete. Je
dolesité vziat do uvahy nielen jej vplyv na imrtnost, ale aj zhorSend kvalitu Zivota pacientov
preZivajlcich tdto cievnu prihodu. Pocas poslednych desatrodi, nové terapeutické postupy preukazali
vyznamné zniZenie Umrtnosti u pacientov s infarktom myokardu. Aviak, prinos tychto vysledkov je
stale obmedzeny, ¢o vedie k nutnosti vyskumu novych moZnosti terapie.

Vysledky ziskané pocas tohto experimentu mozu byt napomocné pre lep3ie porozumenie regulacie a
aktivity galektinov pocas hojenia infarktu myokardu u potkana ako modelu. Z toho pohladu méZu
mat nage vysledky signifikantny vplyv na zakladny vyskum hojenia infarktu myokardu a méZu taktiez
sluzit ako zaklad pre vypracovanie novych terapeutickych metodik pre klinickd prax.

Druhy pougitych zvierat a ich predbeZné potty: v experimente budd pouZité samice potkana druhu
Sprague-Dawley v potte kusov 180. V kaZdej skupine bude pouZity minimalny polet
experimentélnych zvierat — 10 ks. Celkovo bude vytvorenych 18 skupin, ktoré budd porovnavane
vzajomne medzi sebou. Pri zdvereé¢nom vyhodnocovani pokusu budu poufZité ako kvantitativne tak aj
semikvantitativne parametre. Ako ¥tatistické metody budt pouZité metody Kruskal-Wallis-ov test a
anylyza variacie nasledovana Tukey-Kramer-ovym testom. Obe metédy su dtandardne pouZivané vo
vedeckych pracach hodnotiacich nami hodnotené parametre, pri¢om autori zaraduju do jednotlivych
skupin minimalne 10 zvierat.

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

Potas sledovaného obdobia nebude branené zvieratém v prirodzenom spravani. Buda dodrzané
¢tandardy chovu, umiestnenia a starostlivosti. U zvierat bude realizovany operacny zakrok v celkovej
inhalagnej anestézii s adekvatnou analgéziou. Po vykone budd zvierata vyruované len z dévodu
aplikovania liekov. Désledne bude monitorovany zdravotny stav zvierat.

Oba opera&né zakroky (ovarektomia aj ligatGra ramus interventricularis anterioir arteriae coronariae
sin.) budt vykondvané v anestéze 3% Isofurdnom a analgetiskou terapiou Tramadol 5mg/kg.
Peroperatne zvierata nebudu pocitovat Ziadnu bolest. Pooperacna bolest bude pocas prvych troch
dni po operacii tlmend daldim podanim analgetik Tramadol 5mg/kg intramuskuldrne. V dalsom
priebehu nie je predpokladand bolestivost operalnych ran ani loziska vzniku infarktu myokardu,

vzhfadom a predpokladany rozsah loZiska. Operaéné vykony preto zaradujeme do stredného stupna
krutosti.



Menéie zdkroky na zvieratach ako je véZenie, intramuskuldrne poddvanie liekov zarafiujeme do
slabého stupria krutosti.

V priebehu pokusu budu zvieratd podrobené bezeckému testu, pricom test bude prerudeny pri prvej
znamke kardidlnej subkompenzécie — prvy kasel. Vzhladom na nebolestivost vykonu tento test
zaradujeme taktie? do slabého stupna krutosti.

V zévere pokusu budu zvieratd uvedené do celkovej anestézy a nasledne usmrtené

intraperitonedlnym podanim Thiopentalu v dévke 375mg/kg. Tito fazu hodnotime ako stupefi
krutosti bez moZnosti zotavenia.

Celkové zhrnutie krutosti projektu podfa oddielu 3: kategdrie krutosti medzi stredné —D.

Predpokladana droveh krutosti:

Podla prilohy &islo 4 k nariadeniu vlady ¢islo 377/212 z.z. navrhovand klasifikacia krutosti postupov
realizovanych v naSom projekte bude zaradena nasledovne:

a.) VaZenie — stupen krutosti slabé

b.) Intramuskularne podavanie liekov — stuperi krutosti slabé

c.) Befecky test — stuperi krutosti slabé

d.) Opera&né vykony v celkovej anestéze — stupei krutosti stredne

e.) Zaverelné usmrtenie zvierat — stupen krutosti bez moznosti zotavenia

Celkové zhrnutie krutosti projektu podfa oddielu 3: kategorie krutosti medzi stredné - D.

Uplatiiovanie zésad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Samotna myslienka hojenia ran a hojenia infarktu myokardu obzvlast nutne vyZaduje vyuZitie
experimentalneho animalneho modelu. Jedine na Zivom animalnom modeli moZno hodnotit
neovaskularizaciu loZiska infarkiu myokardu. PouZitie zvierat je na takyto typ vyskumu nutné.

2. Redukcia poCtu zvierat:

Vzhfadom na rozloZenie experimentalnych skupin bude pouZity minimalny pocet zvierat v kaZdej
skupine — n=10, ktory este stadi pre Statistické vyhodnotenie.

3. Zjemnenie:

Vyber druhu laboratérneho zvierata sa opiera o mnohé vedecké prace z odboru experimentalnej
chirurgie, ktory detailne aplikuje poznatky o rozvoji a patogenéze zmien prebiehajlcich pri



jednotlivych chorobnych stavoch. Aplikacia a translacia stavov z klinickej mediciny do
experimentélnych podmienok predstavuje zakladn( jednotku vyskumu v tejio oblasti. Redukcia
stresu, utrpenia a bolesti bude zabezpelena na podklade aplikacie anestetik a analgetik

v periopera¢nom obdobi ako aj pooperacnom obdobi, aby bol &o v najvy$sej moinej miere
eliminovany distres zvierat.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ane nie



Priloha & 2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
podl’a §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia viady SR ¢. 377/2012

Nazov projektu:

"Studium  anatomicko-funkénych rozdielov v  G¢inkoch antipsychotik s podobnymi
terapeutickymi vlastnostami, rozdielnym vplyvom na dopaminergické receptory a réznymi
vedlaj$imi u¢inkami, u experimentalnych zvierat"

o . . R . Soam M4 /7
Cislo konania rozhodnutia o schvélenf projektu; .~ /(7 //— -7 2980
S S ? T F;’ -

KPiacové slova v projekte ( max 5 slov):

mozog, antipsychotikd, imunohistochémia neuropeptidov, mapovanie Fos a FosB/DeltaFos
aktivovanych neurénov, laboratérny potkan,

Uéel projektu:

a) zakladny vyskum

b) translacny alebo aplikovany vyskum

¢) regulaéné metody s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
d) ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare ['udi alebo zvierat
e) ochrana druhov

f) vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

g) zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alieho pouZivania
v postupoch.

Vedecke ciele:

Al Sledovat’ akutny u¢inok vybranych antipsychotik na aktivitu neuronov v réznych
funkénych celkoch mozgu prostrednictvom imunohistochemickej vizualizicie Fos
proteinu (marker kratkodobej activity buniek): a) v oblastiach, ktoré st primarnym ciel'om
uéinku antipsychotik (pre posudenie ich primarneho efektu) a b) mimostriatalnych
Struktiirach mozgu, u dospelych samcov potkanov.

B/ Sledovat’ chronicky Géinok vybranych antipsychotik (21 dni aplikovanych 2x denne) na
aktivitu neuronov prostrednictvom imunohistochemickej vizualizdcie FosB/DeltaFos
proteinu (marker dlhodobej activity buniek: a) v oblastiach, ktoré st primarnym ciel'om
u¢inku antipsychotik a b) mimostriatalnych $truktarach, u dospelych samcov potkanov.



C/ Identifikovat’ fenotypovy (chemicky) charakter aktivovanych neurénov akitnym a
chronickym podavanim vybranych antipsychotik v réznych funkénych okruhoch mozgu
dospelych samcov potkanov.

D/ 4) Charakterizovat’ efektivnost G&inkov antipsychotik v podmienkach stresu. (pre
detailnejsi opis cielov vid’ Prilohu €. 1)

Prinos z vykonaného projektu:

Dnes je dostupnych mnoho druhov antipsychotik a nové typy k nim neustale pribidaju. Hoci sa
jedna o vyluéne klinicky pouZivané lieky, ich U¢inky su sledované a testované na zvieratach.
Ziskané vysledky mdzu poslizit’ pri odhalovani potencidlnych zdrojov vedlajsich Gi¢inkov APs,
k ucelengjSiemu pochopeniu funkéno-anatomickej bioldégie mozgu vo vztahu k zavainym
psychickym porucham a perspektivne prispiet’ ako vedecky podnet pri hladani novych
terapeutickych moznosti zameranych na zniZovanie vyskytu vedl'ajich Gi¢inkov antipsychotik.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné pocty:

Laboratorny potkan (Rattus norvegicus), samci kimeila Sprague-Dawley, 835 ks na 5 rokov.

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

Podané antipsychotikd, vzhl'adom na davky blizke tym, ktoré sa pouzivaji v humannej medicine,
nebudii mat’ negativny dopad na zdravie zvierat. Pocas pokusov laboratérne potkany budi
vystavené stresorom s lahkou a strednou krutostou (vid doluuvedené tabelky) ale nebudi
vystavené (¢inkom inych stresorov a latok, ako st planované. Budeme vel'mi citlivo monitorovat’
zdravotny stav zvierat pocas vSetkych experimentov.

Predpokladana troven krutosti:

Kategdria stredné bez moZnosti zotavenia

Pouzity pnostup/experiment Oddiel 11l - Klasifikacia krutosti postupov
VaZenie zvierat Slaba

i.p. aplikovanie skimanych latok - jednorazovo Slaba

s.c. aplikovanie skimanych latok - jednorazovo Slaba

i.p. aplikovanie skiimanych latok - opakovane Stredna

s.c. aplikovanie skiimanych ldtck - opakovane Stredna

Humanne utratenie bez moinosti zotavenia




Y ramei chronického nepredvidatelného stresu budt stresory slabej krutosti s vynimkou
ntiteného plavania podla prilohy ¢.4 k nariadeniu vlady €. 377/2012 Z.z. Z dévodu opakovania
bude diskomfort a velfér zvierat zhorfeny, &o je aj iéelom postupu. Uroveit krutosti ChINS bude
stredna.

Poufity postup vramcl modelu chronického Oddiel 1 - Kasifilkédcia krutosti postupov
nepredvidatelného stresu

Predatorsky stres Slaba

NuOtené plavanie Stredna

Nadpoéet zvierat vo vanici Slabd

Mokré podstielka Slab3

Chlad Slabd

HAir puff” stres Slaba

Celkovo Strednd

Uplatiiovanie zdsad 3R:

1. Nahradenie zvierat (zdévodnenie pouzitia zvierat v projekte, zdovodnenie pre€o sa nemoZze
pouzit’ alternativna metdda bez pouZitia zvierat)

Odborné otazky predkladaného projektu je mozné riesit’ len na animalnom modeli a to najlepSie
na mladych dospelych samcoch potkanov kmetia Sprague-Dawley. Nakolko cielom projektu je
sledovanie vplyvu antipsychotik na aktivitu neurénov v réznych ¢astiach mozgu potkana a to
hlavne ich udinok v extrastriatdlnych S$truktirach mozgu, navySe s cielom odhal'ovania
fenotypového charakteru aktivovanych neurénov, jedine potkan je po anatomickej a chemicke;j
stranke tak dokonale anatomicky a chemicky pre$tudovany a definovany, Ze len pozitim tohto
experimentalneho zvierata moéze naSa praca priniest kvalitné, origindlne a presne
interpretovatelné vysledky. Aj experimenty v medzinarodnom meritku s podobnou tematikou sa
prevadzaja hlavne na potkanoch. Vyhodou tychto pokusov je aj ta skutocnost’, Ze v ohl'adom na
takmer ziadnu Umrtnost zvierat je mozné dané poéty zvierat minimalizovat, napriklad
redukovanim kontrolnych skupin a experimetidlne skupiny udrZovat na poctoch s
reprodukovatelnymi vysledkami a moznost'ou publikovania vysledkov v kvalitnych vedeckych
¢asopisoch.

2. Redukeia poétu zvierat (zdovodnenie pouzitia uréeného poétu zvierat, akym spdésobom sa

pouZije redukeia, objasnenie toho, Ze sa pouzil minimalny mozny pocet zvierat)

Podet zvierat je minimalizovany na najmensiu moznu hranicu tak, aby ziskané udaje mohli byt
Statisticky spracované a mali seriéznu vedeckd vypovednil hodnotu. No, z ddévodu



reprodukovatelnosti a wvalidity pokusov a dovodu, Ze existuje aj prirodzend individudlna
variabilita v citlivosti potkanov na tie isté externé a interné podnety, je potrebné zaradit’ do jednej
experimentalnej skupiny priemerne 8-10 zvierat. V kontrolnych skupinach niekedy postaéia aj 5-
6 zvierat.

3. Zjemnenie (vysvetlit' vyber pouzitych druhov zvierat, zdoévodnenie pouZitia zvierata,
objasnenie sposobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonavania
postupu tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Predchadzajlice experimenty pouzitim antipsychotik jesne naznaduj, Ze zvieratd by nemali trpiet
ich jednorazovym alebo opakovanym podéavanim. Davky nepresahuju tie, ktoré sa pouZivaji v
humannej medicine. Zasady uvédzané pri definicii welfare zvierat budd diastodne poruené
vzhl'adom na z&mer projektu o je vystavenie experimentalnych zvierat Pahkym a strednym
stresorom a opakovanému podavaniu APs za Ofelom mimikovania beZnych stresovych
podmienok vyskytujlcich sa v denno-dennom Zivote ['udi. No budeme prisne dbat’ na to aby
zasady uvadzané pri definicii welfare zvierat boli poruSovnané ¢o v najmesej miere. Vietky
zasahy bud(i uskuto¢fiované tak, aby zvieratd ¢o najmenej stradali. Zvieratd bud( drZané v
klietkach maximalne po 4 za plynulého prisunu peletovanej stravy a vody ad libitum, ¢o im
negativne neovplyvni prirodzené formy spravania, vratane socidlneho. Zdravotny stav zvierat sa
bude denne monitorovt’ a pri naznakoch nekonfortnosti zvierat, sa stav zvierat bude konzultovat’
veterinarnym lekarom. Ak by museli byt vyradené z pokusu, boli by usmrtené humanne.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schval'ovaniu: ano  nie



Netechnické zhrnutie projekiu
podla § 40 nariadenia vlady SR C. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: Vplyv kratkodobej a dlhodobej aplikacie Derinatu” na obranné
mechanizmy dychacich ciest hodnoteny v experimentalnych
podmienkach.

¢

, . L s . =, A
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: ¢ / v J/ Tl ("

. !
KPaéové slova: zapal, obranné mechanizmy dychacich ciest
Utel projektu: zakladny vyskum

Ciele projektu

Cielom projektu je posudit’ vplyv — Derinatu” (sodnej soli DNA zlososa) na obranné
] d

mechanizmy dychacich ciest po jeho akttnom a chronickom podani zdravym zvieratam
a zvieratam s experimentalne vyvolanym zépalom dychacich ciest. Ako hodnotiace parametre
buda pouZité zmeny citlivosti obrannych reflexov dychacich ciest bronchokonstrikeie (v
podmienkach in viiro, aj in vivo) a kadla (in vivo). Zéaroven bude vydetrend kinematika cilii
riasinkového epitelu dychacich ciest pouZitim unikétnej metodiky v podmienkach in vifro.

Castou projektu je sledovanie a posudzovanie vplyvu jednorazovej a dlhodobej aplikacie
Derinatu® na modeli zapalu dychacich ciest. Experimentalny model zapalu dychacich ciest
bude pozostavat z koexpozicie zvierat ovalbuminu (OVA) a bakteridlnemu lipopolysacharidu
(LPS). LPS (hlavné zlozky vnitornej strany bunkovej steny gram-negativinych baktérii) su
endotoxiny vSadepritomne v environmentalnom prostredi, ktoré¢ po vdychnuti vykazuju
silnt pro-zapalovi aktivitu. Uvedenym spdsobom dosiahneme posun zépalovej odpovede
smerom k Thl lymfocytom (uvedeny typ zépalu bol doteraz najvyraznejdie ovplyvneny
Derinatom”).
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Na overenie bronchodilata¢ného, ciliomodula¢ného a antitusického t¢inku Derinatu” budu
pouzité lie¢iva vyuzivane v klinickej praxi: kratkodobo-posobiace beta, sympatomimetikum -
salbutamol; dthodobo-pdsobiace betas sympatomimetikum- salmeterol; opioidné antitusikum-
kodein.

Prinos z vykonaného projektu

Riegenie projektu moéze priniest originalne vysledky tykajice sa farmakodynamického
pOsobenia Derinatu”™ v terapii ochoreni respiratného traktu. Vzhladom na jeho protizapalové
vlastnosti prezentované v inych experimentalnych a klinickych stadiach, Derinat® moze
priaznivo ovplyvnit’ reaktivitu dychacich ciest, kaslovy reflex a mukociliarny klirens.

Druh pouzitych zvierat a ich predbezné pocty

Charakter postupov nedava moZnost dosiahnut poZadovany, reprodukovatelny a validny
vysledok inou dostupnou metédou bez pouzitia zvierat. Na uvedene experimenty pouzijeme
outhredné moréatd kment TRIK zbavené patogénov s hmotnostou 200-350 g v celkovom
pocte 128 jedincov.

Predpolkladany nepriaznivy vplyv/ujma mna pouZité zvieratd v rameci vykonavania
projektu:



Vetky aktivity suvisiace s postupmi budeme vykondvat v silade s platnymi zdkonmi a
nariadeniami ako aj medzinarodne zavedenymi osvedcenymi metddami v starostlivosti o
laboratorne zvieratd, aby sme zabezpeCili huménne a zodpovedné zaobchadzanie so
zvieratami. Metodické postupy, ktoré pouzijeme pri realizdcii projektu pouzivame dlhodobo
4 vel'mi sa osvedéili v rameci riedenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych tloh. Vysledky
ziskané tymito metédami boli publikované mnozstvom prac a prezentované na mnohych
odbornych forach nielen doma, ale aj v zahrani¢i. Z hl'adiska dodrziavania zasad prace so
svieratami neboli vo&i nim vznesené ziadne namietky, ¢i uz na odbornych forach v ramci
diskusif alebo v oponentskych posudkoch publikovanych ¢lankov. Postupy su pripravené tak,
aby sa maximalne vylu¢il strach, zbyto¢na bolest a utrpenie zvierat a aby boli zvierata vyuzité
huménne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov prispievajicich k tcelnej
farmakoterapii.
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Predpokladang Groven krutosti:

Kontrolné nesenzitizované a experimentélne nesenzitizované skupiny zvierat (pocet: 7 skupin,
56 zvierat) nebudu vystavené mnohopoletnej aplikdcii injekeii, iba intranazalnemu resp.
inhaladnému podanie latok — navrhovana slaba krutost.

Ostatné skupiny zvierat (podet: 9 skupin, 72 zvierat) budl vystavené opakovanému podaniu
ovalbuminu (1.p.. s.c. a inhalaéne) spolu s LPS (i.p.) a injekénej aplikdcii lieciva kodeinu —
navrhovana stredn4 krutost’.

Sledovanie reaktivity dychacich ciest a kinematiky cilii vin vifro podmienkach bude
realizované po transverzalnom prerudeni miechy zvierat po predchadzajucej intraperitonealnej
aplikacii Xylazinu vdavke 5-10 mg/kg, alebo usmrteni predavkovanim anestetika
Thiopentalu - bez moZnosti zotavenia.

Stilad s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Pri realizdcii postupov sa budeme snazit’ dodrziavat’ vieobecné zasady 3R: nahradenie,
zniZenie a zjemnenie (Replace, Reduce a Refine).

Nahradenie — v experimentoch pouZijeme na sledovanie zmien reaktivity dychacich ciest
ana sledovanie kinetiky cilif respiraéného epitelu metodu in vitro. Na rozdiel od metody in
vivo sledujeme reaktivitu preparatov hladkych svalov dychacich ciest a frekvenciu kmitania
cilii na preparatoch pripravenych zo zvierata usmrtencho humannym spdsobom
a nevystavujeme tak zviera priamemu pdsobeniu latok a bronchokonstrikénych mediatorov.
Okrem toho nam tato metéda umozni pripravit viac preparatov z trachey, ¢im bude mozné
pouZit’ menej zvierat.

Znffenie - na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme len 8 zvierat v kazdej skupine, ¢o

povazujeme za optimalny pocet tak z hladiska reprodukovatelnosti ako aj ziskania
nevyhnutnych tdajov a objektivne hodnotitelnych vysledkov. Men3i pocet zvierat by mohol
spdsobit’ vyraznejsie posobenie interindividudlnych rozdielov s moZnostou spochybnenia
objektivnosti vysledkov.

Zjemnenie (Refinement) — metédu in vifro povazujeme pri tomto type postupu za vhodnu
7 toho dovodu, Ze zviera nevystavujeme priamo posobeniu sledovanych latok a mediatorov,
ktoré by mohli spdsobit’ zvieratu za uréitych podmienok dyskomfort.

Projekt nevyfaduje spitné posildenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢.377/2012 Z.z.).



Priloha 2: Netechnické zhmutie
Netechnické zhrnutie projekiu

Nazov projektu: Stidium funkénych bio-implantatov a bunkovej terapie pre regenericiu
CHNS u potkanov (APVV 15 0613)

. LIS > S
Podrobny ucel postupu: - F 5% / AT T

Ciel'om projektu bude ovplyvnenie viacerych post-traumatickych faktorov v segmentoch nad a
pod poranenim miechy (PM) a to pomocou bunkovej terapie mezenchymovymi kmefovymi
bunkami-MSC samostatne alebo v kombindcii s algindtovymi (ALG) biomaterialmi. Objasnime
mechanizmy pdsobenia MSC a ich produkiov za uéelom: i) zniZenia pro-zapalovych cytokinov
uvolnenych z mikroglie/makrofagov v PM a ii) stimuldcie prerastania nervovych vldkien v in vivo
systéme. Pomocou hmotnostnej spektrometrie, zobrazovacej analyzy a imunohistochemickych
technik ziskame globalnu mapu chemokinov, cytokinov a trofickych faktorov pred a po aplikacii

bunkovej terapie.

Opodstatnenost’ pokusu a poutitie vierat v pokuse

V sucasnosti neexistuje Ziadna G&inna lie¢ba pre poranentt miechu. Dihodobd liecha pacientov s
PM sa ststred’uje na rehabiliticiu, odstraniovanie bolesti, spasticity a prevenciu komplikacii.

Vyskum v oblasti mechanizmov neuroprotekcie sa teda zaobera vysoko aktualnou problematikou
z medicinskeho hl'adiska. Ocakdvame, ze dokladnd proteomicka analyza a mapovanie expresie
proteinov v neurénoch a glii prinesti nové originalne poznatky o mechanizme neuroregeneracie
a plasticity. Nasledna protcomicka analyza vyraznym spdsobom prispeje k odhaleniu podstatnych
aspektov tychto mechanizmov prostrednictvom cielenej identifikicie latok proteinovej povahy,
nachadzajucich sa v protedme nervovych buniek v rostralnom versus kaudalnom segmente miechy.
Vysledky ohl'adom zmeny protedmu po aplikacii bunkovej terapie budd klcovym faktorom

k potvrdeniu neuroprotektivnych a imunomodula¢nych vlastnosti dospelych MSC.

Manipulicia so zvieratami:

Charakteristika postupu Vplyv na zviera
Viazenie zvierat Kratlkodoby mierny stres spésobeny manipulaciou. Bolest Ziadna.

Trvanie 1-2 minuty.
Slancirdhngd e,
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Priloha 2: Netechnicke zhmutie

traumatického poranenia katéter az na troven Th8-Th9 miechy. Epidurdlne umiestneny
miechy balonik naplnime tekutinou (12.5ul) a nechame posobit’ 5 mintt. 7

balonika odoberieme tekutinu a vytiahneme. Model sposobi
neurodegenerativne zmeny v micche a déjde k paralyze koncatin.

Bolest” stredna.

ZohPadnenie 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zdovodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdze pouzit’ alternativna metdda
bez pouzitia zvierat)

Traumatické poranenic miechy s ndslednym prezivanim a transplanticiou adulinych kmefiovych
buniek st procesy dynamické, tazko predvidatelné a zévisiace na mnohych endogénnych
aexogénnych faktoroch. Z tychto dévodov nie je moZné uskutotnit dané experimenty
alternativnym spdésobom bez pouzitia zvierat. Okrem toho, pokus nie je mozné vykonat
alternativnym spdsobom, pretoZe sa jedna o findlne testovanice fyziologickych a patofyziologickych

ucinkov,

2. Redulkeia poétu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia uré¢eného poctu zvierat, akym spbésobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouZil minimalny moZny pocet zvierat)

Pocet 186 ks zvierat bol stanoveny vzhl'adom k tomu, Ze predpokladédme individualnu variabilitu
vysledkov, z tohto dévodu planovany pocet 5-8 kusov zvierat v experimentalnych skupindch je
podla nadich doterajSich sktsenosti najnizsi vhodny pocet pre ziskanic Statisticky vyznamnych
vysledkov s prihliadnutim na tspeSnost’ modelu, ktort jeho autori odhaduji ako 70- 80%-nu

(hlavne pri dlhodobom 60 diovom prezivani). Skupiny zvierat v postupoch, uvedenych v prilohe ¢.

%2}

I si nevyhnuiné na  ziskanie relevantnych  vysledkov  ako  stavu  poskodenia, tak aj
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Priloha 2: Netechnické zhrnutie
neuroprotektivnych tcinkov poddvania adultnych kmenovych  bunick. alebo ich produktov
v komplexnom pohlade na mechanizmus aéinku. Tkanivo poranencj miechy nemoéze byt pouzité

na biochemicko-protcomické analyzy a zaroven aj na histologické a imunohistochemické analyzy.

3. Zjemnenie:
VSetky zakroky. ktoré budu na zvieratach uskuto¢nené. budu vykondvané pod celkovou anestéziou
(ziskavanie a aplikdacia MSC. tvorba modelu). t. j. nebuda pre zvieratd bolestivé. i

p s
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parabyze zcdaven bonsatin, bhrodniloes

Utrpenie versus prinos
Navodenie traumatického pogkodenia miechy podla Standardného modelu SCI sa uskutoénuje

chirurgickym zékrokom v celkovej anestéze. Anestetizovanym potkanom do obluka stavea Th10
vyvitame otvor, cez ktory zavedieme do epidurdlneho priestoru 2I° Fogartyho katéter az na troven
Th8-Th9 miechy. Epiduralne umiestneny balonik naplnime vymedzenym objemom tekutiny
(12,5ul) a nechdme pdsobit 5 minut. Po uplynuti Casového intervalu z baldnika odoberieme
tekutinu a vytiahneme. Model spdsobi neurodegenerativne zmeny v najcitlivejsich bunkovych
populdcidch v mieche v rostro- kauddlnom smere s tvorbou cyst, ktoré sa navonok odrazia v strate

sivej a biclej hmoty a paralyze panvovych koncatin. Zvieratd dosahuju na 24hodin po poraneni

[S%]



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

BBB

[92]

kore 0, Ziadna pohyblivost” panvovyeh koncatin, aviak v pricbehu 7 dni dochadza ku

spontdnnej regenerdcii. kedy dosiahnu BBB skore maximalne 12-14.

Injekéna aplikdcia MSC / dospelych mezenchymovych kmenovych bunick. alebo ich produkiov -
sekretomov, ¢o su vlastne biologicky aktivne latky sa pouZiji na zvysenie regeneracnej kapacity
v poranenych segmentoch miechy. Kompresny model poranenia miechy ako aj injikovanie
kmenovych buniek. alebo ich produktov sa vykonava v celkove] anestézii. Zvieratd po zakroku
vykazuji prechodntt uplnu paralyzu panvovych konéatin. Zvieratd st denne monitorované

a v tyzdiiovych intervaloch testované na BBB skore.

Zaciatok pokusu je planovany na na - -
31.12.2020.

a bude sa realizovat’ v priebehu troch rokov. do

Zyvieratd nebud@ vvstavend opitovadmu pouZiliu.
b I I3

Projekt vyZaduje spitné posiudenic (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 7. z.). 3 mesiace od
ukoncenia projektu Ziadatel’ zasle vysledky projektu na spitné postdenic.
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Kl'tdové slovd v projelkte ( max 5 slov):
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el projekiu’: v zdujme dosiahnutia ktoréhokolvel 7 cielov vuvedenvch v pismene b) pri vwvaii,

vyrobe alebo testovani kvality, Géinnosti 2 bezpednosti lielkov, potravin, krmiv a invch ldtok alebo
vvrobkov,

Ciele projektu a prinos z vykeonandho r'n'@iekit" :

Zapal oka patri medzi najéastejiie sa vyskytujice ochorenia po stihujuce cko a
pomocné organy oka. Zapaly ofnych spojoviek konjunktivitidy vznikajd najcastejsie
preniknutim a zanesenim mikroorganizmov (baktérie, virusy, plesne, parazity atd’) do
spojovkového vaku. Choroboplodné zdrodky sa v spojovikovom vaku rozmnoiia a takto
vyvolaju zapalovlt reakciu na spojovkdch. Tento typ konjunktivitidy sa zvyéajne lieéi
antibiotickymi ocnymi kvapkami alebo mastami.

Aj ked'sit dostupné lieky na liecbu bakteriglnych konjunktivitid, je nevyhnutné dtudovat daliie
moznosti lieCby, najméa novych skupin U&innych liekov. Takouto kandidétnou latkou je
i ,Elektrochemicky aktivovana voda“”(EAW), pripravovand origindlnou patentovanou
technoldgiou firmy AZAD so zamerom terapeutického vyuZitia. KedZe nie su dostupné in vitro
metody, ktoré by poskytovali redlny a komplexny obraz vietkych interakcii medzi infekénym
agens a hostitefom v procese vyvolania ochorenia, je nevyhnutné v ramci predklinického
testovania pouZit zvieraci model. Potvrdenie efektu in vivo je preto v stlade s EU legisiativou
(ICH Topic M 3 (R2) CPMP/ICH/286/95 Non-Clinical Safety Studies for the Conduct of Human
Clinical Trials and Marketing Authorization for Pharmaceuticals) podmienkou pre podanie
Ziadosti 0 prvé podanie cloveku.

Vi in vitro experimentoch sme testovali antimikrobidlnu aktivitu pripravku Elektro chemicky
aktivovana voda na zbierkowych a klinickych kmenoch. Antibakteridlny Geinok bol stanoveny
na vSetkych testovanych kmenoch, vratane meticilin rezistentnych stafylokokov. Siiny
inhibicny Gcinok hol stanoveny uZ pri krétkodobom pésobeni, po 15 a 30 min. pdsobenia bol
rast vietkych testovanych kmefiov eliminovany. Uéinok bol porovnatelny aviak v nastupe
ucinku bola Elektro-chemicky aktivovana voda efektivnejSia ako porovnavaci pripravok
Uniflox. Z dosiahnutych vysiedkov vyplyva, Ze Elektro chemicky akiivovana voda by sa mohla
pouzivat na lieChu mikrobidlnych infekei, akutnej a chronickej nehnisajlcej konjunktivitidy,
blefaritidy a nehnisajucej keratitidy. V Stidii (Ro -3705/16-221b) Elektro chemicky aktivovana
voda redukovala vvoj keratitidy vyvolane kmefiom Pseudomonas aeruginosa.

Ciefom tejto predklinicke] Studie je otestovat terapeuticky uGdinok Elekiro-chemick

i
alktivovanej vody v lieche konjunktivitidy vyvolanej in vivo na zvieracom maodeli.
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Najcastejsim modelom pre stidium bakteridlne] konjunlkdi vmfi\/ je Novozelandsky kralik

~-

Zvieratam je v podmienkach lokédlnej anestézy (Benoxi 0.4 %) a miernom poikodeni oka—

skarifikacii — ophkoval é susp enzia mikroorganizmov. I\Jaxlod ne sa sl dmt ucinky LesLovaneJ
fatky. Toto povre e -podraZdenie- imituje klinické in i’ci cie, pri ktorych priméme
déjde k podraideniu (mechamckénw, chemickému) a nasledne k infekeii.

Druhy pouZin
.
\

Zi
Novozéiandsk
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redpokladany nepriaznivy volyv/ujma na pouzité zvieretd v rdmci vwkondvania projekiu:
Pianovane xperimenty: Aplikacia skiSaného lieliva patri do kategérie krutosti postupov
»slabe”, lokalna aplikédcia po jednej kvapke (40 ul) do spojovkového vaku patri do kategdrie
krutosti postupov ,slabé”. Jediny invazivnej§i zékrok, ktory zvieratd podstupia je navodenie
infekcie — mierne podraidenie oka, skarifikdcii, tento Ukon bude robeny v anestézii a preto
by tento Ukon nemal is dnym zavainym spdsobom zhordit zdravotny stav zvierat, bol
klasifikovany do kate e krutosti postupov ,stredné”. Samotny infekény proces nie je
mierny, s tendenciou sp Ohaﬂneho vyhojenia, kategdria krutosti stredné.

Aniv jednom stadiu pokusu nebudl mat zvieratd obmedzeny pohyb, ani obrnedzeny prisun
potravy a vody. Zvierata budt umiestnené v klietkach (1 ks v jedne] klietke) ozrnatované budd
individualnymi zdznamovymi kartami. Na konci experimentov bud( zvieratd huméanne
usmrtené (Thiopental).

Praedpokiadana Groven krutosti:
Vychadzajic z klasifikdcie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykondvat na zvieratach
v planovanych pokusoch zaradujeme do kategorie , stredné”.

Uplatfiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Zdbvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie predc sa nemdie pouiit alternativna
metoda bez pouzitia zvierat)

—

Infekcné ochorenia oli nezahffiaju iba bakteridinu kolonizaciu a faktory virulencie, ale tie?
odpoved organizmu na patogen. Tato interakcia medzi baktériami a hostitelom je dévodom
nevyhnutnosti pouZitia zvieracich modelov pre $tddium oénych infekcil a ich efektivne] liecby

a prave preto sa v tomto pripade nedz ,in vivo” nahradit bunkovymi kultdrami.

Podle zoznamu registra alternativnych metdd z European Centre for the Validation of
Alternative Methods:
nttps://eurl-ecvam.irc.ec.europa.eu/@ @search?SearchableText=coniunctivitis+model
testovanie ucinku ako stcast predklinického hodnotenia nie je moiZné bez modelového
systému a je nevyhnuiné pouZit vhodny zvieraci model. V tomto pripade je moZné pouiit
kralika.

2. Redukcia poctu zvierat:
Pre statisticky reprodukovatelnost vysledkov a na zéklade naich dihorodnych skisenosti je
potrebné, aby kaZida vy3etrovand skupina obsahovala 8 ks kralikov (24). Tri krédliky budd

pouZité na overenie inokula pred infikovanim zvierat v hiavhom pokuse.

)



Planovany pocet zvierat je 27 ks.

Zakladnv (minimalnv) dizain postupov: Budeme mat tr zakiadné skupiny kralikov: 1) kraliky
infikovane kmetiom Staphylococcus aureus, 2) kréliky infikované a lie€ené testovanou latkou
Elektro-chemicky aktivovanou vodou, 3) kraliky infikované a liedené referenénym produktom
UNIFLOX. Kazda skupina bude zlofend z 8 krélikov.

—

3. Zjemnenie:

Kazdodennd starostlivost o zvieratd v pokusoch bude vykonzvat skoleny personal - pracovnici
pokusného zariadenia.

Vychadzajic z kiasifikdcie krutosti postupov, postupy kioré budeme vylkonavat na zvieratach
v planovanych pokusoch zaradujeme do kategodrie slabé a? stredné:

—

Navodenie infekcie zaradujeme do kategérie krutosti postupov siabé a3 stredné. Apiikacia
skddaného lietiva patri tie? do kategdrie ,slabé” krutosti postupov, kedZe hude aplikovand
iokalne po jednej kvapke (40 wl) do spojivkového vaku. Lokdlne podanie anestézie je tief
neinvazivny zasah do organizmu. Spomenutym invazivaym a neinvazivnym postupom sa pre
uspesné splnenie cielov navrhovanej $tidie neda vwhnit, ale st minimalizované na najnizsiu
moZnt mieru tak, aby zvierata neutrpeli Ziadnu zdravotny, fyzickt ani psychick( ujmu a preto
je klasifikovany do kategdrie krutosti postupov stredné.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano  nie
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