Netechnické zhrnutie projektu podla §40 Nariadenia vlady 377/2012 Z.z.

Ciel projektu Qé@i/ﬁzaed

Ciefom projektu je identifikdcia molekuldarneho mechanizmu réznych antimikrobidlnych
efektov steroidov na uropatogénne baktérie, o md vyznam nielen pre moZné odhalenie pricin
a potencialnych terapeutickych cielov u pacientiek s infekciami mocovych ciest, ale moZe pomdct

odhalit déleZité rozdiely u experimentdlnych zvierat a fudi, o umoini lepSie modelovat ludské
metabolické poruchy na zvieratdch. N&$ projekt bude realizovany vyhradne na experimentdlnych
zvieratach (na samiciach, a po UspeSnom zaucdeni sa mini-invazivneho modelu aj na samcoch),
pretoze je ich pouZitie jedinou moZnostou ako adekvatne pozorovat a popisat dané mechanizmy.
Budeme kombinovat jednotlivé faktory takym sp6sobom, ako sa to deje priamo u pacientov, hoci to
nesporne zvySuje variabilitu a komplikuje interpretdciu. Zarovert vsak znizuje riziko klinicky
irelevantnych vystupov, ktoré nie s reprodukovatelné kvoli mnohym Specifickym faktorom ako je
napr. genetické pozadie zvierat.

Predpokladany prinos a ujma

Vyznam tejto prdace spociva najmd vkontexte zvySujucej sa antibiotickej rezistencie
uropatogénov, kedy akdkolvek alternativna alebo Uplne nova liecha je viac ako vitand. Tento projekt
si kladie za Glohu zodpovedat otdzku do akej miery ovplyviiuju steroidné latky priebeh UTI na in vivo
zvieracich madeloch, vzhladom na to, Ze vysledky in vitro experimentov vyuZitie steroidov ako
alternativnu alebo aspon dopinkovi lieébu UTI podporuji.

Zvieratd budu podstupovat Ukony, patriace do kategdrie stredné. Pri tychto postupoch budd
zvierata pocitovat kratkodobu strednil bolest, utrpenie alebo strach, aviak tieto Ukony vo vyznamnej
miere henaruduju pohodu ani celkovy stav zvierat. Navyse, pocas vietkych invazivnych vykonov budd
zvieratd uspaté a bude podana aj analgézia na zabranenie vzniku bolesti a nasledne utrpenia.

1. Faza

Postup Krutost | Popis

anestézia chirurgicka slabé isofluran inhalacne pred samotnou
aplikaciou baktérii, zvieratd budu
pocitovat kratkodobi slabi bolest,
utrpenie alebo strach

infekcia mocovych ciest | stredné | zavedenie 100ul baktérii alebo

transuretralnym fyziologického roztoku do mocového
katétrom mechura neinvazivne, ide o postup,
pri ktorom je pravdepodobné, ie
stredne narusia pohodu alebo
celkovy stav zvierat

infekcia mocovych ciest | stredné | zavedenie 100ul baktérii alebo

mini-invazivnym fyziologického roztoku do mocového
pristupom mechura invazivne, ide o postup, pri
ktorom je pravdepodobné, ie
stredne narudia pohodu alebo
celkovy stav zvierat

aplikdacia s.c. injekcie | slabé zvieratd budl eSte v anestézii,
jednorazovo podanie meloxicamu subkutanne




2. Faza

vdavke 0,5ml s.c. (analgetikd) po
zavedeni baktérif alebo
fyziologického roztoku do mocdového
mechura, zvieratd budl pocitovat
kratkodobt slabi bolest, utrpenie
alebo strach
vazenie po 24h po | slabé zvieratd budu pocitovat kratkodobu
infekcii slabl bolest, utrpenie alebo strach
preZivanie 48h stredné |z inych aj nadich experimentov
vieme, Ze ide o postup, pri ktorom je
pravdepodobné, 7e stredne narusia
pohodu alebo celkovy stav zvierat.
usmrtenie — | slabé kratkodobd fixdcia asi  10s-20s,
predavkovanie podanie nadmernej davky
anestéziou, odber krvi, ketaminu+xylazinu i.p., zvierata budd
organov, atd' pocitovat kratkodob( slabld bolest,
utrpenie alebo strach
Postup (éast A) Krutost | Popis
anestézia chirurgickd | slabé isofluran inhalaéne, zvieratd budl pocitovat
kratkodobu slabu bolest, utrpenie alebo strach
operacny zakrak | stredné | zvieratd podstipia operadny zdkrok, v zavislosti
(ovariektomia, od skupiny sa realizuje sham operécia, alebo
kastracia, ovariektdmia bilateralna, orchiektomia
adrenalektomia, bilateralna alebo adrenalektomia, ide o
sham)? postup, pri ktorom je pravdepodobné, Ze
stredne narudia pohodu alebo celkovy stav
zvierat
aplikdcia s.c. injekcie | slabé zvieratd budd eS$te vanestézii, podanie
jednorazovo meloxicamu subkutédnne vddvke 0,5ml s.c.
(analgetikd) po zavedeni baktérii alebo
fyziologického roztoku do mocového mechdra,
zvieratd bud( pocitovat kratkodobu slabu
bolest, utrpenie alebo strach
rekonvalescencia slabé Sledovanie zdravotného stavu zvierat 2x denne
vdomdcej klietke. Vazenie & 24h, pri
dosiahnuti  end-pointov  budld  zvieratd
vyradené z experimentu a usmrtené.
subkutanne stredné | kratkodoba asi 20s trvajuca fixdcia. Budeme 14
podavanie injekcie dni obdert po lokdlnej dezinfekcii aplikovat
opakovane prislusné  latky/hormdny  podfa  skupiny

podkoZne. Celkove pdjde teda o8 podani.
Miesto vpichu sa bude striedat na chrbte, ide




0 postup, pri ktorom je pravdepodobné, Ze
stredne naruSia pohodu alebo celkovy stav
zvierat

anestézia pred | slabé isofluran inhalacne pred samotnou aplikdciou

zavedenim baktérii do baktérif, zvieratd budd pocitovat kratkodobu

mocového mechura slabt bolest, utrpenie alebo strach

infekcia mocovych | stredné | miniinvazivna metdéda na podanie baktérii

ciest mini-invazivnym alebo fyziologického roztoku do modového

pristupom mechura oboch pohlavi, ide o postup, pri
ktorom je pravdepodobné, Ze stredne narusia
pohodu alebo celkovy stav zvierat

usmrtenie — | slabé kratkodobd fixdcia asi 10s-20s, podanie

predavkovanie nadmernej davky ketaminu+xylazinu i.p.,

anestéziou zvieratd budu pocitovat kratkodobd slabu
bolest, utrpenie alebo strach

Postup (€ast B) Krutost Vplyv na zvierat

anestézia slabé isofluran inhalaéne, zvieratd budd pocitovat

chirurgicka kratkodobu slabt bolest, utrpenie alebo strach

operaény zdkrok | stredné zvierata podstUpia operaény zdkrok, v zavislosti

{ovariektdmia, od skupiny sa realizuje sham operécia,

kastracia,) ovariektémia bilaterdlna alebo orchiektémia
bilaterdlna, ide o postup, pri ktorom je
pravdepodobné, Ze stredne narusia pohodu
alebo celkovy stav zvierat

aplikacia s.c. injekcie | slabé zvierata budd eSte vanestézii, podanie

jednorazovo meloxicamu subkutdnne vdavke 0,5ml s.c.
{(analgetikd) po zavedeni baktérii alebo
fyziologického roztoku do mocového mechdra,
zvieratda budd pocitfovat kratkodobd slabu
bolest, utrpenie alebo strach

rekonvalescencia slabé Sledovanie zdravotného stavu zvierat 2x denne
v domacej klietke. Vazenie @ 24h. Pri dosiahnuti
end-pointov budu zvierata vyradené
z experimentu a usmrtené,

subkutanne stredné kratkodoba asi 20s trvajlca fixdcia. Budeme 14

podavanie injekcie dni obden po lokalnej dezinfekcii aplikovat
prislusiné hormdny aj sich blokdtormi podla
skupiny podkoZne. Celkovo pdjde o8 podani.
Miesto vpichu sa bude striedat na chrbte, ide o
postup, pri ktorom je pravdepodobné, Ze
stredne narusia pohodu alebo celkovy stav
zvierat

anestézia pred | slabé slabé, isofluran inhalatne pred samotnou




zavedenim  baktérif aplikdciou baktérii, zvieratd budu pocitovat

do mocového kratkodobu slabi bolest, utrpenie alebo strach
mechdura

infekcia mocovych | stredné miniinvazivna metdda na podanie baktérif
ciest mini- alebo fyziologického roztoku do moéového
invazivnym mechdra oboch pohlavi, ide o postup, pri
pristupom ktorom je pravdepodobné, Ze stredne narugia

pohodu alebo celkovy stav zvierat

usmrtenie — | slabé kratkodobd fixdcia asi 10s-20s, podanie
predavkovanie nadmernej davky ketaminu+xylazinu i.p.,
anestéziou zvieratd budd pocitovat kratkodob( slabu

bolest, utrpenie alebo strach

Pocet a typ zvierat

Druh pouZitych zvierat je mus musculus (my$ domova). Poéet pouzitych zvierat na celd dobu
rieSenia je 510 samcov kmefia CD-1 a 540 samic kmerfia CD-1.

Preukdzanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Nahradenie

PretoZe v pldnovanych experimentoch sa budi hodnotit alterdcie funkcie a truktary organov
a nasledky terapeutickych intervencii, je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal ,in vive” na celom
zvierati. VyuZitie bunkovych kultdr alebo poéitatovych simuldcii neprichadzaji pri tomto type
experimentu do dvahy ako alternativny spdsob vyskumného pristupu, navyse experimenty, ktoré by
sa dali takto realizovat uZ realizované boli a ndm ulah¢ili presnejéi dizajn experimentu. V tomto tadiu
ale pokusy musia byt realizované na mysiach. Na potkanoch ani inych zvieratich, nie je model
mocovych infekcif zavedeny, preto sa iné zvierata nedaji pouit.

Obmedzenie

V experimentoch bude pouZity minimdlny moiny pocet experimentélnych zvierat, ktory je
potrebny pre Statistické vyhodnotenie pouZitim dvojfaktorového ANOVA testu s posthoc analyzami
a zachovani dostatocnej $tatistickej sily. Model vykazuje variabilitu, ktord predpoklada, 7e u cca. 20%
zvierat budeme musiet akceptovat prili$ vysokd alebo nizku detekciu kolonie formujucich jednotiek,
Co zvysi variabilitu a staZi analyzu. Experimenty nebudd vykondvané naraz, v pripade, Ze variabilita
bude niZsia ako uvedenych 20%, pouZijeme menej zvierat na skupinu.

Zijemnenie

Zvierata budu potas pokusov sledované priebeZne, so zdznamom kaZdé 4h pocas pracovnej
doby. Po postupoch, t.j. po opera¢nych zakrokoch a zavedeni baktérii, budi zvierata na vyhrievanej
podlozke aZ do momentu zobudenia a sledované kontinudine. Bolest a utrpenie budud hodnotené
podla Sotocinala et. al 2011, hodnotenie aspori 1x do diia zapisované. Zvieratd v evidentnom distrese
dostanu analgetikum Meloxicam 0,5mg/kg s.c. V pripade, e zvieratd budd vykazovat zvysujlci sa
distres, bolest a/alebo utrpenie podfa nami navolenych human end-pointov a napriek analgetickej



lieCbe, bude zviera vyradené z experimentu. So zvieratami sa bude manipulovat jemne, budd mat
pristup k vode aj potrave ad libitum, v klietkach st dostupné hracky.

Spédtné postidenie

Vzhfadom na to, Ze ide o projekt, ktory ma predpokladan ujmu stredni, projekt nebude
podliehat spatnému posudeniu.



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Funkcia neuropeptidov a ich receptorov pri regulacii
prenosu

Y
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projelctu: 24()2/%% Z&%
KPtidovée slova v projekte: neuropeptidy, klieSte, patogény
Uéel projektu: Zakladny vyskum

Cliele projektu:

Klieste maju celosvetovy vyznam ako rezervodre a prenasae rdznych patogénnych
mikroorganizmov (virusy, baktérie, prvoky), ktoré vyvolavaji zavazné ochorenia Tudi
a zvierat. Studium prenosu patogénov medzi klie§t'ami a hostitelmi je moZné jedine na in vivo
systémoch a zahriiuyje sledovanie nékazy hostitel'a (stavovec) a nakazy klieStov patogénmi v
rdznych vyvinovych S§tadidch podas cicania na hostitelovi, ako aj ich transstadialneho ¢&i
transovaridlneho prenosu. Neoddelitelnou sucastou Zivota kliestov je cicanie krvi
teplokrvnych Zivocichov, pocas ktorého klieste vyluéujt do hostitel'ov prostrednictvom slin aj
patogénne mikroorganizmy.

Najcastejsie kliestami prenadané patogény st Borrelia burgdorferi (ochorenie lymska
borelidza), Rickettsia spp. (ochorenia DEBONEL- Dermacentor-borne necrosis a TIBOLA-
tick-borne lymphadenopathy) a TBEV (ochorenie klie$tova enecefalitida).

Odozva organizmu na infekciu spomenutymi patogénmi je komplexny proces, na
ktorom sa podiel'a vela faktorov, a prave preto sa v tomto pripade nedd in vivo nahradit’
bunkovymi kultirami.

Prinos z vykonaného projektu:

Predkladany projekt je zamerany na objasnenie tllohy vybranych neuropeptidov a ich
receptorov pri prenose patogénov R. helvetica, B. afzelii a TBEV z klie§tov I ricinus na
hostiteI'ské zvierata. Predpokladané vysledky moZu sluzit' k lepSej ochrane proti prenosu
patogénov a k vyvoju U€innych prostriedkov na potlacenie reprodukénej schopnosti kliest'ov
ako nebezpecnych ektoparazitov ¢loveka a hospodarskych zvierat.

Vysledky pokusov vyhodnotime Statistickymi metédami a budeme prezentovat’ na
vedeckych podujatiach a publikovat’ vo vedeckych a odbornych ¢asopisoch.

Druly pouzitych zvierat a ich predbeziné podty:

Ako modelovy organizmus pouZzijeme laboratérne mys$i (BALB/c, C3H/N, BALB/c
Nunu), ktoré budeme infikovat’ vybranym druhom borélie (B. afzelii), rickettsie (R. helvetica)
a TBEV. Maximalny pocet zvierat, ktoré sa v pokusoch pouzijt je 600 ks BALB/c my$i, 200
ks C3H/N my3i a 240 ks BALB/c Nunu. V udajoch o planovanych po&toch zvierat je zahrnuty
aj pocet potrebny pre opakovanie niektorych pokusov. Po¢et mysi je planovany na celé obdobie
a bude sa robit’ niekolko rozliénych experimentov. Opakovania pokusov sa viak obmedzia na
nevyhnutné minimum a budt sluZit’ vyluéne pre overenie spornych vysledkov a objektivne
Statistické vyhodnotenia experimentov.



Na sledovanie funkcie neuropeptidov a ich receptorov v dospelych kliestoch pouZijeme
maximalne 20 kralikov. My§ ako model nie je vhodny hostitel’ pre dospelé klieste.

V pripade rickettsii vyskytujucich sa na Slovensku nie je z literatiry jasny zvieraci
model vhodny pre §tudovanie prenosu patogénov medzi klie§t'ami a hostitel'mi. Z tohto dévodu
sa neda jednoznatne napisat, ktory druh mysi je vhodny pre ktory druh rickettsii, preto
uvadzame maximalne poéty pouzitych C3H/N a BALB/c Nunu my$i.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/unjma na pouZité zvierata
vrameci vykonavania projektu:

Ujma spdsobend zvieratdm z hl'adiska utrpenia, bolesti a strachu je minimalna
a oddvodnend vzhladom k ocakdvanym vysledkom isohladom na etické aspekty,
nepredpokladdme vyrazny nepriaznivy vplyv. Nae postupy sa snazia imitovat’ situdciu
v prirode, z toho vychadzaji nase predpoklady. Aj volne Zijice zvieratd si vystavené cicaniu
klieStov a vzhladom na imunomodula¢né latky v slindch klie$tov ich cicanie nie je pre ne
zatazujuce. Cicanie klieStov neobmedzuje zvieratd v pohybe ani v prirode, ani v naSich
postupoch. Neo¢akdvame priznaky ochorenia na zéklade nasich doterajsich skusenosti po
infekcii s B. afzelii a R. helvetica. Zvierata infikované cicajicimi klie§t'ami s TBEV pri prvych
priznakoch ochorenia (zhor§end koordindcia pohybov, apatia) humanne usmrtime. Z nagich
doterajsich poznatkov huménne usmrtenie urobime v ¢ase, ked’ ochorenie nie je eSte naplno
prejavené, a tym maximalne zamedzime utrpeniu mysi. Laboratdrne zvieratd budi pocas celého
pokusu chované za Standardnych podmienok podla platnej normy EU, priGom sa budu
reSpektovat’ zékladné etické principy poZzadované pri zaobchadzani s pokusnymi zvieratami.
Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratim podany pripravok na zniZenie bolesti
(Paracetamol, 100-300 mg/ kg p.o.).

Predpokladana Groven krutosti:

Vychadzajuic z klasifikacie krutosti postupov, postupy, ktoré sa budt vykondvat’ na zvieratach
v planovanych pokusoch, je mozné zaradit’ do kategorie ,.slabé® az ,,stredné®.
Jednotlivé postupy, ktoré budeme vykonavat’ na zvieratach v planovanych pokusoch
zarad’'ujeme do kategorie:

podévanie anestézie pri infikovani my$i (isofluran) - ,,slabé*

poddvanie anestézie pri usmrtenf my$i a kralikov (isoflurdn, thiopental) - ,,slabé*
biopsia z usi mysi v lokalnej anestéze - ,,slabé*

jednorazova intraperitonealna infekcia mysi s Borrelia afzelii a Rickettsia sp. - ,,slabé*
cicanie klie§t'ov na mysiach a kralikoch - ,,stredné®

umiestnenie my§{ podas cicania klie§t'ov po jednom v klietke - ,,stredné*

umiestnenie mysi pocas sledovania preZivania (21 dni) po jednom v klietke - ,,stredné*
infekcia my§i s TBEV cez cicajice klieste — ,,slaba*

odber kliest'ov pinzetou z mysi — ,,slabé*

Uplatiiovanie zasad 31R:

Nahradenie zvierat

Podla zoznamu registra alternativnych metéd z European Centre for the Validation of
Alternative Methods (http://ecvam-dbalm.jrc.ec.europa.cu) a The Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods (http://iccvam.niehs.nih.gov) analyza
patogenézy infekcie spdsobene;j testovanymi patogénmi nie je moZna bez modelového systému
a je nevyhnutné pouzit’ vhodny zvieraci model.

Redukeiu pouzitia poctu zvierat predstavuje zarove pouzitie iba troch druhov mysi
(BALB/c, C3H/N a BALB/c Nunu), nebudd pouzitie i d’alsie druhy, napriek tomu, Ze nie je

89}



doposial’ znamy zvieraci model vhodny pre sledovanie prenosu rickettsii medzi vektormi
a hostitel'mi.

Zjemnenie

Mozné stradanie a utrpenie zvierat bude minimalizované dodrziavanym piatich slobdd
uvéadzanych pri definicii welfare zvierat. Kazdodennu starostlivost’ o zvieratd v postupoch bude
vykonavat’ §koleny persondl - pracovnici pokusného zariadenia. V stlade s 3R z4sadami sa
pocas celého postupu budu dodrZiavat’ postupy maximalne zjemiiujtice pokus. Pre laboratérne
my$i budd polas postupov vytvorené dobré zivotné podmienky, obmedzi sa ich bolest,
utrpenie, ako aj pripadnd trvald wma na minimum. Zvieratda budu umiestené tak, aby mali
vizualny kontakt s ostatnymi a budu mat’ obohatené prostredie (viac podstielky na stavbu
hniezd, §tvorce papierovej vaty, papierové valceky)

Projekt nebude podliehat” opdtovnému postdeniu.

(OS]



Priloha ¢&. 2

Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu: Test tumorigenicity ZJM](/J/Z 22 4
Kfa&ové slova: priprava vakcin, test tumorigenicity, MA104
Ugel projektu: Aplikovany vyskum
Ciel' projektu: Overit, Ze linia MA104 derivovana z opicej oblicky nemd tumorigénny potencial.
Prinos projektu: Potvrdenie bezpeénosti linie umozni jej biotechnologické vyuzitie.
Pocet a druh pouZitych zvierat: 12 mysi kmémﬁ/nu

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vramci vykondvania projektu:
Nepredpokladdme, Ze testovand linia je tumorigénna, my3i neutrpia ujmu okrem kratkodobého mierneho
stresu spdsobeného individudlnym znadenim (tetovanie v lokalnej anestézii) a subkutdnnym podanim
bunkovej suspenzie.

Aj napriek tomu, Ze nepredpokladdme tumorigénnost testovanej linie, zvierata budy denne kontrolované
pohfadom a dvakrat do ty?dria pohmatom na pritomnost nddorov. Nakolko sa jednd o bezsrsté mysi,
pripadny rast nddorov by bol velmi dobre viditelny. My3i, u ktorych by sa vyskytol nddor va&i ako 1 cm3 by
boli eutanazované. Rovnako by boli usmrtené mys3i so stratou hmotnosti nad 10% a mysi so zhrbenym
drzanim tela, ktoré indikuje zhordeny zdravotny stav.

Predpokladana urovefi krutosti: slab

Sulad s poZiadavkami ,3R”

Nahradenie

Hlodavce v tomto §tadiu experimentov nie je mozné nahradit bunkovymi kultdrami, ani niZz&fm druhom
zivotichov, experimentom na zvieratdch predchadzali 3tidie v in vitro podmienkach, v ktorych linia
nevykazovala tumorigénny potencial. Tento vysledok je vak nutné overit na in vivo modeli.

Obmedzenie

Na zdklade nasich skudsenost! z predchadzajlcich projektov, Udajov z vedeckej literatlry a poziadaviek
zaddvatela sme pocet zvierat minimalizovali tak, aby boli vysledky akceptovatelné,

Zjemnenie

Zvieratd budd drZané v skupindch umoziujucich prirodzené socidlne spravanie so stalym prisunom potravy a
pitnej vody. Mdme vypracované postupy, ktoré minimalizuji traumatizaciu zvierat potas injekénych aplikacii
(médkké podloiky pre fixdciu mydi, asistencia oSetrovatela, sktorym zvieratd prichddzajd pravidelne do
kontaku). Na projekte sa budd podielat len skdseni pracovnici vySkoleni na pracu s laboratérnymi
zvieratami. Zvieratd s vazne zhorienym zdravotnym stavom budu eutanazované.

Spatné postdenie projektu:
Projekt nevyZaduje spiatné postdenie.



Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

Niazov projektu: Neuronalna plasticita u spevavcov

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 19 22/’/‘\Zi ’82//6

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

Ukel projektu*: Zakladny 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 [udf alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysoko8kolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alSieho pouZzivania
v postupoch

Ak je iny tGcel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

Zistit, ¢i variabilita piesne stvisi s mierou neurogenézy a s rychlostou obnovy bazalnych
ganglii (BG) po poskodeni.

Sledovat’ vplyv manipuldcie neurogenézy na regeneraciu mozgu a spravanie.

Preskiimat’ schopnost’ samic diskriminovat’ zmeny vokalneho prejavu samcov s poSkodenymi
BG.

Urcit’ Casové a priestorové zmeny v mozgu pocas regenerdcie BG a axonalneho spojenia zo
striata do talamu.

Uréit’ schopnost’ regeneracie mozgového spojenia zo striata do talamu. Zistit, ¢i je tato
regeneracia nevyhnutna pre vznik koktania u jedincov s poskodenym striatom.

Stanovit’ ¢asovy mechanizmus génovej aktivacie a prezivanie novovzniknutych neurénov
pocas regeneracie BG.

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

ZvySena neurogenéza v dosledku lézie bola zistena u cicavcov aj u vtakov. U cicavcov viak

obnova striata po po$kodeni predstavuje maximalne 0,2-1 % v zavislosti na type poSkodenych



neurénov, zatial’ o podla naSich vysledkov je obnova Area X v striate spevavcov takmer Gpln4.
Nahradzovanie stratenych alebo nefunkénych neurénov novymi ma potencial v medicine. Preto
Stadium mechanizmov tejto obnovy u spevavcov mdZe byt’ prinosom pri hPadan{ stratégii moznej
obnovy mozgu po poskodeni.

V projekte d'alej zistime, €i akedy sa nové neurdny zapoja do neurondlnych okruhov
sprostredkujicich spev, kedy je obnovend dréha z Area X do talamu atiez kedy je obnovena
génova expresia v motorickej drahe. Na modeli spevavcov uréime, ¢i nové neurény navodzuji
zmeny Vv piesni, ktorymi st napriklad zmenena rychlost’ spevu a zvysené opakovanie niektorych
slabik pripominajice koktanie. ‘

Nemenej dblezitou sucastou tohoto projektu je sledovanie regenerdcie mozgu po poskodeni
prostrednictvom MRI. Technika in vivo zobrazovania magnetickej rezonancie MRI poskytuje
vel'mi cenné a kvalitné anatomické a Strukturdlne informéacie v Zivych systémoch. V zavislosti od
zvolenych parametrov nastavenych pri merani dokéze MRI zviditelnit’ rdzne vlastnosti meraného
tkaniva, napriklad Strukttru orgénov, v nafom pripade mozgu, na zaklade réznych vlastnosti
vody v flom obsiahnutej (T1 a T2 vazené obrazy), perfiziu a difiziu tekutin (perfizne a difiizne
vézené obrazy — PWI a DWI), spojenie nervovych dréh (traktografia) a mnohé iné. Dalou
vyhodou magnetickej rezonancie je jej neinvazivna povaha. To umoZiiuje opakované merania v
Case na tom istom jedincovi, ¢o predstavuje novi dimenziu §tiidia neurogenézy, ktora sa vyvija v
dlhom Casovom intervale. Velky prinos predstavuje vyskum magnetickej rezonancie in vivo na
zvieracich modeloch, pretoZe umoziiuje rézne opakované merania, a tym déava moznost’ sledovat’
vyvoj namodelovaného patologického stavu (v nafom pripade lézie vytvorene] pomocou
neurotoxinu) ako aj ucinky zvolenej terapie. UZ len samotnd moZnost' kontinualnej kontroly
obnovy mozgu predstavuje prinos z hl'adiska technického (jednoznaéné uréenie polohy a velkosti
lézie od zatiatku experimentu) aj etického (mensie mnoZstvo pouZitych jedincov). Navyse v
spojeni s behavioralnou analyzou umozZnia tieto vysledky potvrdit’ alebo vyvratit' hypotézu o
funkeii novych neurénov v regenerovanej Area X spevavcov pre kontrolu plynulého vokélneho
prejavu.

Dal$im prinosom projektu je, Ze ur€ime fyziologick relevantnost’ zmien v speve po poskodeni
striata spevavcov. Zistime, ¢i samice vedia odlisit’ a preferujii niektory typ piesne, ¢i uz pred
alebo po poSkodeni striata. Zistime tiez, ¢&i je ich vyber ovplyvneny spevom otca.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

zebriCka Cervenozobd (Taeniopygia guttata), 70 samcov a 55 samic, ztoho 15 samic bude
sluzit’ len na indukovanie spevu a nebudii experimentalne ovplyvnené;
pestunka japonska (Lonchura striata domestica), 40 samcov.

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

Nepriaznivy vplyv na zvieratd by mohla mat’ operacia alebo umely spanok po¢as MRI merani,
aj ked’ podl'a nadej skisenosti sa zebri¢ky po operacii zotavujii pomerne rychlo a niektoré jedince
zatnll spievat’ uZ po pér hodinach od operécie, ¢o je prejavom ich komfortu.

Niekol'komesaéna izoldcia samcov vo zvukotesnych boxoch moze mat nepriaznivy vplyv na
psychiku.



Predpokladana uroven krutosti:

Opericie a MRI budi vykonavané v celkovej anestéze, po ktorej zviera nadobudne vedomie.
Poddvanie BrdU a EdU bude i.m. a blokator mitézy bude podévany prostednictvom kanyly do
mozgu. Tieto postupy sa klasifikujii ako ,slabo kruté“ alebo ,stredne kruté”. Letalnu davku
anestetika a dlhodobé umiestnenie samcov vo zvukotesnych boxoch s pritomnostou samicky 2
dni za tyZzdeii klasifikujeme ako ,,stredne kruté*.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zd6vodnenie predo sa nemdZe pouZit' alternativna
metdda bez pouzitia zvierat)

Metéda MRI umozZiiuje kontinudlne sledovanie lézie alebo obnovy mozgu utoho istého
zvierat'a, a teda ich po€et je v porovnan{ s pouzitim len histologickych metéd znaéne redukovany.
Navrhované polty zvierat zohladfiuji moZni variabilitu vo vysledkoch atiex umoziuji
Statistické vyhodnotenie.

KedZe pokus je primdrne zamerany na sledovanie obnovy striatilnej &asti mozgu po
poskodeni s perspektivou vystupu na Cloveka, nie je moZné realizovat’ pokus na bunkovych
kultirach. Alternativne nahradenie vta¢ieho modelu niz§imi stavovcami alebo cicavcami tieZ nie
Jje mozné, nakol’ko zvySena miera neurogenézy a obnova striata u tychto modelov nebola doteraz
pozorovana.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia ureného poctu zvierat, akym spésobom sa pouZije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil minimalny moZny podet zvierat)

Podty zvierat si minimalizované na najmen$iu moZn hranicu, aby mali ziskané udaje
akceptovatelnti vypovednt hodnotu a bolo mozné §tatisticky ich vyhodnotit’,

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit’ vyber pouZzitych 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)

Zebrika Cervenozoba av poslednych rokoch aj pestinka japonskd st vyhodné pri §tidiu
naucenej vokalnej komunikécie kvoli velkosti, rychlemu dospievaniu a rozmnoZovaniu v zajati,
typu naucenej piesne, atieZ kvoli tomu, Ze si unich vyborne popisané mozgové okruhy



kontrolujtice spev. Ich pouZitie v experimentoch je preto jasnou vyhodou v porovnani s pouzZitim
inych druhov uiacich sa vokélne komunikovat, ako st velryby alebo papagaje (hlodavee tuto
schopnost’ nemaji). Zvieratd pocas samotného pokusu nebudil vystavené stradaniu a utrpeniu.
Vodu a potravu budt mat’ k dispozicii ad libitum. Bud(i chované v §tandardnych podmienkach.
Pogas operécie budil uspaté zmesou kyslika a izoflurdnu, ktory umoZiiuje rychlejsie prebudenie
po operécii a aj lep8iu rekonvalescenciu nez iné anestetikd. Podas operdcie bude pouzita vyhrevna
podloZka udrZujica konStantni teplotu zvierata v anestéze. Po operacii budi jedinci umiestneni
na par hodin pod infradervené svetlo, ktoré umoZni rychlej§iu rekonvalescenciu. Pred
poSkodenim koze na hlave pouZijeme Mesocain gél, pomocou ktorého mdZeme znizit' celkovi
davku inhalatného anestetika. Pred transkardidlnou perfiziou bude zvieratim podana letdlna
déavka izofluranu alebo tiopentalu, ¢im sa minimalizuje ich utrpenie na najniz$iu moznt mieru.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: 4no  ni



Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: RozmnoZovanie spevavcov pre pokusy

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: £432/43 —,2&4/50(,

Krucové slova v projekte ( max 5 slov): zebri¢ka Eervenozoba, pestinka japonsk4, spev,
chovny par

Utel projektu’: Zékladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metédy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alieho pouZivania

v postupoch
Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:
¢  Ziskat dostatotny pocet jedincov zebri¢ky ervenozobej a pestlinky japonskej pre nésledné
experimenty.

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

Prinosom projektu je, Ze zvieratd potrebné pre uskutognenie experimentov budi k dispozicii
vo vhodnom &ase a vo vhodnom veku. Najmi viak, dani jedinci budd nauéeni pieseft, ktord je pre
dany experiment nevyhnutna. To sa d4 docielif’ iba cielenym rozmnoZovanim samcov s istym
druhom piesne.

Druhy pouZzitych zvierat a ich predbeZné poéty:

zebriCka Eervenozoba (Taeniopygia guttata), 40 jedincov;
pestinka japonska (Lonchura striata domestica), 20 jedincov;
odchovaju spolu 288 mlad’at



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

Kratkodoby diskomfort by mohli zvieratd zaZit’ pri nahravani spevu, ked’ sa ocitnti izolované
v novom priestore. Spievat’ viak za¢nu va¢8inou na druhy deii po prenose, o svedgi o ich dobrej
pohode a habituacii.

Predpokladana arovei krutosti:

Krazkovanie a prenos medzi klietkami a voliérou sa povaZzuje za slaby stupeii krutosti.
Nahravanie spevu vo zvukotesnom boxe po¢as 3 dni, ztoho 1 deit v pritomnosti samicky, sa
povazuje za stredny stuperfi krutosti.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:
(Zddvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre€o sa nemdze pouzit’ alternativna
metoda bez pouZitia zvierat)

Projekt rozmnoZovania nemozno uskutoénit’ bez zvierat.

2. Redukcia poétu zvierat:
(Zdévodnenie pouzitia uréeného poltu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil minimalny moZny podet zvierat)

Pocty zvierat si minimalizované a zaroveri prisposobené tomu, aby bolo moZné z daného
poctu zvierat vybrat’ pary, ktoré si vyhovuju a uskutoénit’ rozmnoZovanie.

3. Zjemnenie:

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

Zebricka Cervenozoba a pestinka japonska st pouzivané pri $tidiu naucenej vokalnej
komunikécie kvoli velkosti, rychlemu dospievaniu a rozmnoZovaniu v zajati, typu naudene]
piesne, atiez kvéli tomu, Ze si u nich vyborne popisané mozgové okruhy kontrolujice spev. Ich
pouZitie v experimentoch je preto jasnou vyhodou v porovnani s pouzitim inych druhov uéiacich
sa vokalne komunikovat, ako st velryby alebo papagije (hlodavce tito schopnost’ nemaju).
Zvierata pocas samotného pokusu nebudi vystavené stradaniu a utrpeniu. Vodu a potravu budg
mat’ k dispozicii ad libitum. Budu chované v §tandardnych podmienkach v parovych klietkach na
rozmnoZovanie alebo vo voliérach. V oboch priestoroch je prostredie obohatené konarmi,
bidielkami, hojda¢kami, zvonéekmi a podobne.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: 4no  nie



NAZOV PROJEKTU

Uloha extracelularnej DNA v patogenéze a liedhe zapalovych &revnych ochoreni

377/2012 7.z, NARIADENIE VLADY_ Slovenskej republiky

§ 40 Netechnické zhrnutie projektu &0/ /[ [% -2 //%

CIEL PROJEKTU

Projekt vychddza z aktudlnych poznatkov o roznych typoch extraceluldrnej DNA a patogenéze
zapalovych ¢revnych ocohreni (zCO). Vychdadzame =z predpokladu, e rézne typy
extraceluldarnej DNA, ¢ uZ bakterialna, mitochondridlna alebho jadrova st pri ZCO vy&ie ako u
zdravych jedincov a spolupdsobia pri multifaktoridlnej etioldgii ZCO. V predkladanom
projekte planujeme postupne experimentaine overit extraceluldrne koncentracie jednotlivych
typov DNA v plazme a slindch experimentdlnych zvierat trpiacich 2CO. Predpokladame, e
kazdy z typov extraceluldrnej DNA by mohol prispievat k patogenéze ZCO. Vzhladom na to, 7e
zloZenie bhakterialneho mikrobiému pri ZCO sa do znacnej miery li8i od mikrobiému zdravych
jedincov a zéroven kedZe na CpG ostrovéeky bohatd bakteridlna DNA stimuluje imunitndy
odpoved u fudi, predpokladdme, Ze DNA, ktord je uvolfiovana z patogénnych baktérii ma
negativne dosledky na patogenézu ZCO. Zaroven, vzhladom na rozsiahle chronické zépalové
procesy v Crevach pri ZCO dochéddza v organizme k rozpadu buniek ¢revnej sliznice, ¢o by
potencialne mohlo by byt zdrojom jadrovej a mitochondridlnej DNA. Pouzitim $pecifickych
met6d molekuldrnej bioldgie budeme schopni odlitif a porovnat jednotlivé typy ecDNA a tym

sledovat funkciu vSetkych spominanych typov.

SULAD ZASAD 3R

Dizajn pokusov, ako aj pocet jedincov v skupindch bude vychadzat z dostupnej
literatdry, ktord je zamerana na podohné problémy (a tam je beZny pocet n=15 na skupinu).
Toto je délezité pre porovnatelnost vysledkov s inymi datami, ale aj z hladiska dodrzania
pravidla 3R pre experimenty so zvieratami. Analyza predbeznych dat napr. z behavioralnych
testov poukazuje na to, Ze velkost skupiny by pri sile testu 90% a sledovanej variabilite, resp.
rozdieloch mala dosahovat a n=100 pri hladine vyznamnosti 5%. Tento pristup, #ial, nie je

mozZné aplikovat, preto sa budeme musiet dr¥at zauzivanych postupov a velkosti skupin.



Problém mozZnej faloSnej negativity vysledkov sa budeme snaZit vyrieéit analyzou rovnakych

velicin réznymi testami, resp. metddami.

OCAKAVANA UIMA A PRINOS

Tento projekt si kladie za dlohu objasnenie Ulohy extraceluldrnej DNA pri vzniku
a priebehu ZCO a teda jeho prinos spodiva v prispeni k objasneniu patogenézy ZCO. Nasledne
budu tieto poznatky vyuZité k hiadaniu dalich modalit terapie ZCO, ktoré su potrebné.

Zvierata budu podstupovat Ukony, patriace do kategdrie stredné. Pri tychto postupoch
budu zvierata pocitovat kratkodobu strednu bolest, utrpenie alebo strach, avéak tieto ukony
VO vyznamnej miere nenaruSuju pohodu ani celkovy stav zvierat. Navy$e, pocas vsetkych
invazivnych vykonov budd zvieratd uspaté a bude podand aj analgézia na zabranenie vzniku
bolesti a nasledne utrpenia.

Pri znamkach stresu, bolesti alebo distresu, bude zvieratam podany Meloxicam. Nie
pausalne. Ak nezaberie analgetikum a stav zvierat sa bude zhorsovat, budu utratené. Utratené
budu pri dosiahnuti viac ako 60% z maximalneho skére, ktoré mésu dosiahnut pri hodnoten{

podla Sotocinala et al. 2011 (5 bodov z 8). Rovnako tak pri dosiahnuti inych bodov human-

endpointov.

Human endpointy:

dosiahnutie viac ako 4 bodov podla skérovacieho systému Sotocinal SC et al: The Rat
Grimace Scale: A partially automated method for quantifying pain in the laboratory rat via
facial expressions, Mol Pain. 2011; 7: 55.

strata telesnej hmotnosti o viac ako 20%

strata schopnosti sa obsliZit (neschopnost napriek ad libitum pristupu k potrave a

vode, tieto dosiahnut).

usiliné dychanie, tvrdé brucho, so zndmkami sepsy, resp. peritonitidy

Pocet a typ zvierat

Druh pouzitych zvierat je mus musculus (my$ domova). Podet pouzitych zvierat na cell dobu

rieSenia je 570 samcov kmeria C57BL/6 a 570 samic kmefia C57BL/6.

Preukazanie stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Mahradenie



Pretoze v planovanych experimentoch sa budy hodnotit alterdcie funkcie a struktdry
organov a nasledky terapeutickych intervencii, je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal ,in
viva” na celom zvierati. VyuZitie bunkovych kulttr alebo poéitatovych simuldcii neprichadzaju
pri tomto type experimentu do Uvahy ako alternativny spésob vyskumného pristupu, navyse
experimenty, ktoré by sa dali takto realizovat uz realizované bolia nam ulah¢ili presnejsi dizajn

experimentu. V tomto stadiu ale pokusy musia byt realizované na myéiach.

Obmedzenie

V experimentoch bude pouZity minimalny moZny pocet experimentélnych zvierat, ktory je
potrebny pre Statistické vyhodnotenie pouZitim dvojfaktorového ANOVA testu s posthoc
analyzami a zachovani dostato¢ne] 3tatistickej sily. Model vykazuje variabilitu, ktora
predpokladd, Ze u cca. 20% zvierat budeme musiet’ akceptovat prilis vysoku alebo nizku
zavaznost kolitidy, ¢o stazi analyzu. Experimenty nebudi vykondvané naraz, v pripade, Ze
variabilita bude niz8ia ako uvedenych 20%, pouZijeme menej zvierat na skupinu. V
experimente bude pouZity minimalny pocet kontrolnych zvierat. Zvierata budd objednavaneé
vjednotnom Casovom intervale, aby sa predilo sezénnym zmendm a potrebe experiment

opakovat. V experimentoch sa pouZiju geneticky homogénne rovnaké skupiny zvierat.

Zjemnenie

Zvieratd budd pocas pokusov sledované priebesne, so zaznamom kazdé 4h pocas pracovnej
doby. Po postupoch, t.j. odberoch krvi a aplikécie DNdzy, budl zvieratéd na vyhrievanej
podloZke aZ do momentu zobudenia a sledované kontinudlne. Bolest a utrpenie budd
hodnotené podla Sotocinala et. al 2011, hodnotenie aspon 1x do dfia zapisované. Zvieratd v
evidentnom distrese dostanu analgetikum Meloxicam 0,5mg/kg s.c. V pripade, e zvierata
budy vykazovat zvysujici sa distres, bolest a/alebo utrpenie podla nami navolenych human
end-pointov a napriek analgetickej lie¢be, bude zviera vyradené z experimentu. So zvieratami

sa bude manipulovat jemne, budd mat pristup k vode aj potrave ad libitum, v klietkach su

dostupné hracky.

Spdtné postdenie



Vzhladom na to, Ze ide o projekt, ktory ma predpokladantt ujmu strednu, projekt

nebude podliehat spdtnému postdeniu.



