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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Predklinické testovanie novych latok uréenych na lie¢bu posttraumatickej

stresovej poruchy (PTSD). 2057 /ﬁ‘l 224 / 3

Kracové slova v projekte:

Post traumatickd stresovd porucha (PTSD), in vivo elektrofyziologia, hipokampus,
hypotalamus, serotonin (5-HT), noradrenalin (NE), dopamin (DA), glutamat (GLU), kyselina
gama-aminomaslova (GABA), oxytocin (OXY), arginin-vazopresin (AVP), B-endorfin (BEN),
neuropeptide-Y (NPY), pyrimidin, “trace amine associated receptor one” (TAARI).

Ukel projektu:

Hlavnym cielom projektu bude sktmat patofyziolégiu posttraumaticke; stresovej poruchy
(PTSD) s vyuZitim animélneho modelu zodpovedajiceho tejto poruche atestovat nové
potencidlne G¢inné latky vyuzitelné pri lie¢be PTSD.

Opisat’ ciele projektu:
Speciﬁck}’/mi ciel'mi projektu budu:

1) Zavedenie animalneho modelu PTSD zaloZeného na vystaveni potkanov pachu
predatora;

2) Objasnenie neurondlnych drah aktivovanych podas PTSD, pricom sa budeme
zameriavat' na 5-HT, NE, DA, GLU, GABA, OXY, AVP, BEN, a NPY neurény;

3) Zistovanie mechanizmu uéinku a efektivity derivatov pyrimidinu a agonistov TAAR1
pri lie¢be PTSD.

V naSom laboratériu zavedieme animalny model PTSD, zaloZeny na vystaveni potkanov
laboratérnych pachu predatora (piesok obsahujuici magaci mog). Kontrolnym aj stresovanym
potkanom budeme aplikovat’ fyziologicky roztok, derivaty pyrimidinu, alebo agonistov
TAARTI. Nésledne budeme pomocou behaviordlnych testov zistovat’ viroves stresu, anxiety
alebo depresiu pripominajtice spravanie ain vivo elektrofyziologické testy pouZijeme na
skiimanie excitability 5-HT, NE, DA, GLU, GABA, OXY, AVP, BEN, a NPY neurénov
u kontrolnych aj stresovanych skupin zvierat.

Prinos z vykonaného projektu:

Posttraumaticka stresova porucha, pod ktort spadd niekol’ko ochoreni mozgu vyvijajicich sa
po smrtenom ohrozenf jedinca, po véaZnom zranen{ alebo po akte sexudlneho nésilia, ktoré
jedinec zazil, alebo ktorych sa zudastnil ako svedok je charakterizovan4 pretrvavajicim
preZivanim traumatickych udalosti. Této porucha je ¢astd u vojenskych veteranov, uteencov
z oblasti postihnutych vojenskym konfliktom, u obeti a svedkov fyzického a sexudlneho
ndsilia, ataktiez uludi, ktori prezili terotistické utoky alebo environmentilne katastrofy.
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Posttraumatickd stresova porucha zavazne ovplyviluje rodinny a socidlny Zivot postihnutych
amdze viest ku komorbidnym somatickym  (kardiologickym,
onkologickym) poruchdm, ktoré st &asto sprevadzaju PTSD, alebo
Avsak patofyziol6gia samotnej PTSD doposial’ nebola objasnend. Existujuce lie¢iva pouZivané
u tohto ochorenia (antidepresiva, atypické antipsychotikd, sedativa alebo stabilizatory nélady)
pomahaju skor pri lie¢be depresie a anxiety pridruZenych k PTSD, nez PTSD samotnt. Ked'ze
Ziadna doposial’ pouZivana lieba nepreukdzala schopnost’ liedby samotnej PTSD, predkladany
projekt bude mat’ vyznamny prinos k pochopeniu
lie¢hy.

¢i
az ku samovrazde [1].

autoimunitnym

patofyzioldgie PTSD a mozZnosti jej priamej

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

Laboratdrmy potkan — Rattus norvegicus, dospelé samee (480 ks poéas $tyroch rokov alebo 120
ks roéne), Wistar, Dobra Voda, SR a/alebo Sprague-Dawley, Velaz S.I.0., Unétice, CR.

Na test FST bude pouzitych 120 ana iny behaviordlny testy a in vivo elektrofyziologické
experimenty bude pouZitych 360 zvierat, tak ako popisuje tabul’ka la 2. Celkovy podet zvierat
bude 480. Aby sme znfZili pocet zvierat vSetky behaviordlne testy (OFL, EPM a FST) budu
robené na tych istych zvieratach. Akutny uginok latok pri elektyrofyziologickych
experimentoch bude sledovany na zvieratach, ktorym bol predtym podany fyziologicky roztok
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Tabulka 1: Ndvrh testu EST
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Tabulka2: Navrh testov EPM, OFL, a elektro fyziologickych (E.Phys.) experimentov. €

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierati v ramci vykondvania

projektu:

Zvieratd az do zalatia experimentalneho postupu nebudd vystavené Ziadnym nepriaznivym

vplyvom.

Posttraumaticka stresovéa porucha bude u potkanov navodzovana pomocou pachu predatora
(piesok obsahujlici magaci mog&). Vzorky macacieho modu budd ziskané od dvoch
domestikovanych maciek. Ma&ky nemaju pristup k inym zvieratdm, st zdravé, o&kované a pod
pravidelnou veterindrnou starostlivostou O¢kovacie preukazy oboch matiek st priloZené v
prilohe predkladanej Ziadosti. Pred samotnym odberom mo¢u bud zvierata podrobené kontrole
realizovanej veterindrnym lekérom. Experimentalne potkany budd umiestnené do klietok
obsahujucich piesok zneéisteny magacim mo&om po dobu desiatich minut poéas desiatich za
sebou nasledujiicich dni. Tento proces spbsobi emoény diskomfort zvierat, ale nie fyzické
utrpenie. AvSak zvieratd vystavené tomuto typu stresu budu désledne sledované. Ak bude
zaznamenany vyznamny pokles véhy, pokles prijmu vody a potravy, alebo bude zaznamenané
nadmerné agresivne sprdvanie zvierat, experiment bude preruSeny a zvieratd budti huménne

usmrteneé.

Pyrimidinové derivaty aagonisti TAARI budd pocas subchronickych a chronickych
experimentov poddvané subkutdnne. Tento spdsob podavania spdsobuje potkanom len mierny
diskomfort. Derivaty pyrimidinu aj agonisti TAARI uz boli potkanom podavané
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v predchddzajuicich experimentoch -pocas ktorych nebol zaznamenany Ziadny negativny Gi¢inok
tychto latok na welfare zvierat. Aviak zvieratd vystavené tymto latkam budt dosledne
sledované. Ak bude zaznamenany vyznamny pokles vahy, pokles prijmu vody a potravy, alebo
bude zaznamenané nadmerné agresivne sprdvanie zvierat experiment, bude preruSeny
a zvieratd budd huménne usmrtené.

Zvieratd vystavend testu nateného plavania budd po ukonéeni testu dokladne vysuSené a vratend
do svojich klietok. Na konci experimentov s pouzitim modelov chronického stresu a depresie
budu zvieratd humanne usmrtené dekapitaciou s predchadzajicou anestéziou.

Pred in vivo elektrofyziologickym meranim budd zvierata podrobené celkovej anestézii.

Po ukonCeni elekirofyziologického alebo behaviordlneho experimentu, budd huménne
usmitené podanim nadmerného mnoZstva anestetika.

Predpokladani viroven krutosti:
Vietky manipuldcie so zvieratami a o¢akdvana miera krutosti je popisand v tabulke 3:

Manipulacia Uroved krutosti
Handlovanie potkanov Slaba

VaZenie potkanov Slaba

Expozicia zvierat na €istom piesku po dobu | Siaba

10min

Expozicia zvierat na piesku obsahujicom macaci | Stredna
mo¢ po dobu 10 min

Subkuténna injekcia fyziologického roztoku Stredna

Subkutanna injekcia testovanej latky Stredna

Test vyvySeného bludiska Slaba

Test otvoreného pola Slaba

Test nlteného pldvania Stredn3d
Intraperitonedina aplikdcia anestetika Stredna
Elektrofyziologické merania Bez moinosti oZivenia

Celkova krutost projektu oznagena ako krut.
Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat: v projekte budu sledované UCinky stresu, derivtov pyrimidinu
a ligandov TAARI1 receptorov na excitabilitu 5-HT, NE, DA, GLU, GABA, OXY. AVP, BEN,
a NPY neurdny. Nakol’ko sa jednd o zloité Struktary buniek, ktoré nie su schopné delenia, je
potrebné pracovat’ so zvieratami.

2. Redukcia poétu zvierat: pocty zvierat su stanovené z hladiska reprodukovatelnosti
a validity projektu. ZniZovanie poctov by ovplyvnilo validitu dosiahnutych vysledkov.

3. Zjemnenie: pokial’ je to mo¥né experimentalne postupy budt vykonavané v celkovej
anestézii, aby nedochddzalo k zbytognému utrpeniu, spdsobovaniu bolesti alebo zbytoéného
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stresu. Na zniZenie diskomfortu zvierat, ktoré budu exponované na Cistom piesku, piesku
obsahujicom mataci mo¢ alebo zvieratam, ktorym budt poddvané testované latky a
fyziologicky roztok, a ktoré podstipia behavioralne testy budi slizif obohatené domace
klietky. Obohatenie bude spo&ivat’ v umiestneni plastovych rirok a doméekov do domécich
klietok. Zvieratd, ktoré podstiipia behavioralne testy alebo budu exponované na piesku budu &o
najskor umiestnené naspiat do domdcich klietok. Zvieratd, ktoré podstipia test niteného
plavania budd &o najskér dékladne osusené uterdkom a infraCervenou lampou $pecialne
adaptovanou na tento téel. Zjemnenie spociva aj v dodrZiavan{ starostlivosti o zvieratd podla
poziadaviek ustanovenych v nariadeni vlady. Zvieratd budt v pripade zistenia zhorenia
zdravotného stavu z projektu vyradené a humanne usmrieng.

n

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: ano, 3 mesiace od ukonlenia projektu



Priloha é. 2

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

Nazov projektu: CI—I.ARAK".[‘ERIZA’CIA ANXIOI’JYTICKY CH A ANTIDEPRES{VNYCH
VLASTNOSTI PYRIDOINDOLOVYCH DERIVATOV

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 445 / AV -22

KrIadové slova v projekte (max 5 slov): pyridoindoly. potkan, antidepresiva, anxiolytika,
spravanie

Utel projektu*: Zakladny vyskum, (translaény)

Vedecké ciele

Cielom projektu bude zistit' mieru anxiolytickych a antidepresivnych uéinkov derivatov
pyridoindolu stobadinu. Potencidl tychto derivatov budeme hodnotit’ neinvazivnymi metodami
etologickej analyzy v testoch prispdsobenych na zistovanie miery motorickej aktivity,
emocionality a uzkosti v kombinacii s biochemickou detekciou hladin biogénnych aminov
pomocou HPLC-ED vo vybranych Struktirach mozgu. KedZe stobadin je derivét neuroleptika
Karbidinu, predpokladame vyrazné anxiolytické, respektive antidepresivne vlastnosti tychto
derivatov.

Struény stav problematiky

Podla WHO na svete trpi duSevnymi poruchami viac ako 450 miliénov Pudi a len napriklad s
depresiou je viac ako 350 miliénov I'udi vietkych vekovych kategérii. Préave depresia je
najroz§irenej$im duSevnym ochorenim a hlavnou priginou invalidity vo svete. Medzi d’alsie
najCastejSie mentalne poruchy v EU patria iizkostné ochorenia. Depresia je charakterizovand
smutkom, stratou schopnosti pocitovat’ radost, pocitmi viny a narugenym cyklom spanku
a prijmu potravy, ako aj stratou koncentracie. Uzkost’ je definovana ako stav neodakavaného a
neprimeraného nepokoja, ¢asto spojeného s nervozitou, napétim, rozptylovanim,
podrazdenostou a poruchami spanku, ktoré spOsobuji somatické prejavy tzkosti
(dychavi¢nost’, potenie, nevol'nost, zrychlenie srdcovej €innosti a zvysenie tlaku krvi (Sandford
a spol., 2000). Podl'a odhadov WHO bude v roku 2020 depresia spolu so srdcovo-cievnymi
ochoreniami najcastej$im ochorenim a neliedend moze viest az k samovrazde. Podla
Nérodného centra zdravotnickych informdcif patrili v roku 2012 k ochoreniam s najvyéél’m
vyskytom v psychiatrickych ambulancidch na Slovensku afektivne poruchy prejavujice sa
neprimeranou dlhodobou emog&nou reakciou organizmu na stres. Dalej to boli neurotické,
stresom podmienené a somatoformné poruchy.

Pred viac ako 40-timi rokmi sa benzodiazepiny (BZ) rychlo stali najpouZivanejsimi
psychotropnymi liefivami. AvSak v stc¢asnej dobe sa pristup k tymto latkam vyrazne zmenil z
dovodu navykovosti, abstinenénych priznakov po vysadeni a kratko- a dlhodobymi vedlaj§{mi
neZiaducimi ti¢inkami po dlhodobom uZivani (Basile a spol., 2004). Z tohto ddvodu sa vyskum
zameriava na hladanie latok, ktoré by neboli chemicky pribuzné BZ so 3pecifickej$im
terapeutickym ucinkom bez sprievodnych neZiaducich Gginkov. U latok s pyridindolovou
Struktirou ako napr. [6-Fluoro-9-metyl-2-fenyl-4-(pyrolidin-1-ylkarbonyl)- 2,9-dihydro-1H-
pyridol[3,4-bJindol-1-one] bolo dokéazané, Ze st agonisti GABAAx» receptorov a mohli by byt
klinicky vyuZité ako anxiolytikd a myorelaxancia (Licata a kol., 2005). Pyridoindol stobadin
(STO) [(-)-cis-2,8-dimetyl-2,3,4,4a,5,9b-hexahydro-1Hpyrido[4,3-blindol] je derivat gama-



karbolinového antidepresiva a neuroleptika Karbidinu ako jeho aktivny (-)-enantiomér.
Origindlnymi syntetickymi postupmi sa pripravila rozsiahla séria novych derivéatov
antioxidantu STO so zvyraznenymi antiradikalovymi a protektivnymi vlastnost’ami, ako
napriklad schopnost’ inhibovat’ enzym aldézareduktazu, vstupovat do oxidoredukénych
procesov, vychytavat' volné radikély (Stefek a kol., 2008). Pri navrhu novych molekul sa
vychadzalo z kvantovochemickych vypodtov ich vlastnosti (Ratkova a kol., 2006). Popri
zvyrazneniu ich ochrannych Géinkov sa podarilo u novych latok obmedzit’ niektoré neziadtce
U¢inky povodnej latky a zniZit' akutnu toxicitu. Cielend modifikdcia molekuly STO viedla
nielen k zvySeniu jeho antioxida¢nych vlastnosti, ale aj ku zvySeniu jeho neuroprotektivnych
téinkov (Stolc a kol., 2008). Dokazalo sa to pri poskodeni centralneho nervového systému
akutnym nedostatkom kyslika a traumou. Podobny t&inok sa zistil aj u chemicky pribuzného
nového antioxidantu 2,3- dihydromelatoninu (Gasparova a kol., 2006). Jednym z novych
derivatov, substituovany metoxy-skupinou na aromatickom jadre a etoxykarbonyl-skupinou v
polohe gama na pyrimidinovom dusiku, 2-etoxykarbonyl-8- metoxy-2,3,4,4a,5,9b-hexahydro-
1H- pyrido-[-[4,3b] indolinium chlorid (SMelEC2). Doterajsie vysledky poukazuji na jeho
G€inné antioxidatné a neuroprotektivne vlastnosti (Stolc a kol., 2008). Nové pyridoindolové
derivaty moZno pokladat’ za alternativne farmaké na prevenciu a lie¢bu ochoreni spojenych s
pritomnost'ou oxidaéného stresu. K ich antioxidaénym vlastnostiam sa pridruzuje aj ich moZny
anxiolyticky resp. antidepresivny té¢inok. Predbezné experimenty poukazuju na anxiolyticku
aktivitu SMelEC2 v teste vyvyseného bludiska v tvare plus, ako aj v diskrimina¢nom teste
light/dark boxu (Mach a kol., 2009). Ak zoberieme do uvahy nizku toxicitu tychto latok (LDsg
u vécsiny je viac ako 2500 mg/kg) (Stole a kol., 2008) a vynikajtice antioxidaéné vlastnosti,
tieto derivaty by mohli byt vhodnymi kandidétmi na podrobné preskiimanie.
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Predpokladany prinos

Zistenie anxiolytickych resp. antidepresivnych vlastnosti novych pyridoindolovych derivatov
stobadinu, ktoré vychadzaju z molekuly neuroleptika Karbidinu by mohol prispiet’ k roz§ireniu
poznatkov o ich vyuzitf v psychofarmakologii a tak pomdct’ v liegbe a prevencii tizkostnych a
depresivnych stavov, ktoré st zdvaZznym problémom sticasnej populdcie. Ked'Ze tieto derivaty
majii  osobitné antioxidatné vlastnosti a nizku toxicitu, v pripade  vyraznych



anxiolytickych/antidepresivnych  vlastnosti by bolo vyuZitie v praxi ako nahrada
benzodiazepinov v lie¢be a prevencii tizkostnych stavov vel'mi dolezité.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:
potkan kmen Wistar/DV, predbezne 840/5 rokov

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

Uvedené behavioralne testy u potkanov st §tandardné testy podla Current Protocols In
Neuroscience: Behavioral Neuroscience, Supplement 28, Jonh Wiley & Sons, Inc. 2004, su
neinvazivne, vychddzaji z hodnotenia ich spontdnneho spravania a za Ziadnych okolnosti
nespdsobuju zvierat'u bolest’ ani utrpenie. Nepredpokladéme nepriaznivé udinky testovanych
latok v nami stanovenych davkach.

Predpokladana Groven krutosti:
Slabé — vietky typy pouzitych postupov zarad'ujeme podl'a prilohy &.4 k nariadeniu vlady ¢&.
377/2012 Z.z.

Pouzity postup v ramci modelu chronického Oddiel I1I - Klasifikacia
nepredvidatel’'ného stresu krutosti postupov
Predatorsky stres Stredné

Nitené plavanie Stredné

Nadpocet zvierat vo vanici Slabé

Mokra podstielka Slabé

Odobratie potravy Slabé

LAl puff stres Slabé

V ramci chronického nepredvidatelného stresu ani jeden stresor samotny ne prekracuje tiroven
slabej krutosti podl'a prilohy ¢.4 k nariadeniu vlady &. 377/2012 Z.z. Avsak z dévodu
opakovania méZe byt’ diskomfort a welfér zvierat zhorSeny, &o je aj i¢elom postupu. Preto
sme sa na zaklade konzultacie rozhodli preklasifikovat urovei krutosti ChNS na
slabé/stredna.

Pouzity postup/experiment Oddiel I - Klasifikicia
krutosti postupov

1.p. aplikdcia skiimanych l4tok Slabé

Modifikovany Irwinov test Slabé

vyvySené budisko v tvare plus Slabé

explordcia v tmavom/svetlom prostredi Slabé

exploraéné spravanie v otvorenom poli Slabé

test vynuteného plavania (Porsoltov test) Stredné

Morrisovo vodné bludisko Slabé

Ucenie aktivnym vyhybanim Stredné

Hypertermia spdsobend stresom (HSS) Slabé

Humanne utratenie bez moZnosti zotavenia




Uplatiiovanie zasad 3R

Replacement (nahraditel’nost’ zvierat)

Postup nie je moZné vykonat bez pouZitia animélnych modelov zvierat na S§tadium
potencidlnych anxiolytickych a antidepresivnych vlastnosti nami vybranych derivatov, ktoré
boli navrhnuté in silico pomocou programu DRAGON na zéklade deskriptorov ,,drug-
likeness®. Pokus nie je mozné realizovat’ v podmienkach in vitro, je potrebné ho uskutoénit’ in
vivo. Rovnako nie je moZné pokus vykonat’ na systematicky niz§om druhu Zivo&ichov. Pri
tomto planovanom postupe neexistuju alternativne metody.

Reduction (znizovanie poctu zvierat)

Reprodukovatel'né vysledky je mozZné ziskat’ len pri spracovani dostatoéného poétu zvierat.
Pocet zvierat je zredukovany na najniz$f mozny pocet v jednotlivych skupinach, potrebny na
validaciu a reprodukciu vysledkov a §tatistické hodnotenie (10 na skupinu). K ovplyvnenym
zvieratam je nutné priradit’ aj kontrolnt skupinu zvierat ako aj pozitivnu kontrolnt skupinu,
takze celkovy podet pouZitych zvierat bude 840 ks v priebehu celého trvania projektu. Dalsie
zniZzovanie poctu zvierat v postupe je spojené s rizikom falo$ne negativnych alebo falo3ne
pozitivnych vysledkov, ktoré by potencidlne viedli k neopodstatnenym postupom na d’alich
zvieratach.

Refinement (zjemnenie pokusu)

S ciePom minimalizovat’ stres u zvierat, budud pri experimente pritomné len osoby nevyhnutné
na vykonanie samotného pokusu, ktoré budd k zvieratdm pristupovat’ vel'mi Setrne. Pocas
celého priebehu experimentu bude o zvieratd nalezite postarané, budu oSetrované odbornymi
pracovnikmi zverinca a pravidelne kontrolované vedicim experimentu. Zdravotny stav zvierat
bude denne monitorovany. Zvieratd budu pri pouZitych testoch minimélne vystavené stresu a
bolesti. Po ukonceni experimentu a humannom usmrteni zvierat sa uz d’alej bude pracovat’ len
s tkanivom.

Spétné postudenie: nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu podP’a §40 nariadenia vlady SR & 377/2012Z.z. 0 '/[)7{¥ —227

Nazov projektu: Priprava modelove;j subcelularnej vakeiny z manooligomérnych $truktir kvasinky
Candida albicans

Kradové slova: manooligoméry Candida albicans, glykokonjugéty, humorélna a bunkové4 imunita,
preZivanie mys${

Ukel projektu: zakladny vyskum
Ciel’ projektu

Cielom projektu je priprava manooligosacharid-proteinovych konjugéatov, ktoré budy
indukovat’ imunitny systém mysi k tvorbe #iaduceho mnozstva protektivnych anti-mananovych
protilatok, a tak ich ochréania pred infekciou pato génom C. albicans. Na posudenie ochranného
ucinku testovanych glykokonjugétov budti imunizované my$i podrobené experimentélnej infekcii
letalnou dévkou C. albicans. Vplyv infekcie na spravanie a zdravotny stav mys{ sa bude sledovat
prostrednictvom ich preZivania, ako aj disemindcie patogénu C. albicans do vnitornych organov
(slezina, obli¢ky, pedeti). U vybraného manooligomérneho glykokonjugétu, ktory bude mat
najlepie antifungélne vlastnosti, sa budu posudzovat jeho imunomodulaéné vlastnosti z hl'adiska
humoralnej odpovede organizmu v krvnych vzorkéach zvierat (IgG, IgM, cytokiny). V tomto
projekte sa po prvykrat pouziju manooli goméry, pripravené z nativneho manénu, ktory sa nachadza
na povrchu bunkovej steny patogénu C. albicans.

Ciastkové ciele:

1. Imunizdcia jednotlivych skupin my3i: a) glykokonjugatmi, v ktorych st manooligomérne
antigény; b) glykokonjugatmi, v ktorych su sacharidovymi antigénmi polymérne manany
dvoch sérotypov C. albicans; c) samotnymi manooligomérmi ako aj samotnymi manénmi;
d) manooligoméry-BSA; e) Hwp-peptidom a BSA; f) kontrolnd skupina (schémy 1 a 2).

2. V1. etape sa my3i budd imunizovat’ subkutdnne tromi d4vkami testovanych latok, s
odstupom troch tyzdiiov, v tejto etape imunizacie sa nebude mySiam odoberat’ krv.

Po uplynuti 28 dni od poslednej imunizicie sa mySi infikuju letdlnou davkou C. albicans do

laterdlnej chvostovej Zily, bude sa sledovat ich zdravotny stav a preZivanie. My#i, ktoré buda

javit’ znamky nepohody v désledku vyvolane]j kandidézy, sa nenechajui prezivat az po uhynutie

v dbsledku infekeie, ale budu usmrtené dislokéciou krénych staveov. Kritéria pre usmrtenie

my$i budi nasledovné: a) strata 20-25% telesnej hmotnosti -kontrolu zabezpe&ime pravidelnym

prevaZovanim zvierat; b) Body condition score (BSC): 2 a menej v spojeni s ibytkom
hmotnosti, inapetenciou a pod. (inapetencia - tplnd anorexia 24 hodin a viac (u malych
hlodavcov), ¢iastodna anorexia ( menej ako 50% kalorického prijmu) po dobu 3 dni (u malych
hlodavcov); c) slabost”/ neschopnost’ ziskat vodu a potravu - neschopnost’ alebo extrémna
neochota vstat’ po dobu 24 hodin a viac; d) infekcia - moze postihnit’ rézne organoveé systémy

(pritomnost’ vytokov, zadervenani, opuchov, neprirodzeného zépachu, bolesti, zvysene; telesnej

teploty alebo hodndt WBC). Priznaky tazkej organovej dysfunkcie: RS: dyspnea, cyandza,

CVS: strata krvi, anémia (hodnoty hematokritu pod 20%), GIT: t'azké zvracanie alebo hnadka,

obStrukeia GIT, intususcepcia, peritonitida (prejavuji sa ako tazké abdomenalgie),

eviscerdcia, UGS: rendlne zlyhanie (prejavuje sa zvySenymi hodnotami BUN, kreatininu),
uroperitoneum, NS: depresia CNS, zéchvaty, paralyzy, parézy.

Pred usmrtenim sa my$iam odoberie krv z infraorbitalneho plexu. V priebehu infekcie sa
aktualne uréi ¢asovd os, podla ktorej sa budu my§i utrdcat’. Z usmrtenych my3 buda odobraté



organy (slezina, obli¢ky, peceil), v ktorych sa bude sledovat’ rozsah diseminacie C. albicans.

3. V2. etape sa my$i budt imunizovat’ vybranym konjugéatom, ktory sa vyberie podla
y
vysledkov z 1. etapy, rozhodujicim kritériom bude najdlhdie preZivanie, a malé alebo Ziadna
disemindcia C. albicans do organov. Postup sa ukonéi po 90 drioch od podania letélne;
o
davky C. albicans. Méze to byt aj v skor§ich terminoch, aktualne stanovenych podla
priebehu infekcie. Mysi budt usmrtené dislokéciou krénych staveov.

4. Ochranny G¢inok najlepSieho glykokonjugétu s charakterizovanymi fyzikalno-chemickymi
vlastnost'ami sa bude sledovat’ prezivanim imunizovanych mysi, ktoré budu podrobené
experimentalnej infekeii patogénom C. albicans, ako aj jeho disemindciou do orgénov
(mikrobiologicky stanovenim poétu koldnii, CFU). V tejto etape sa bude my$iam priebezne
pri kazdej imunizacii odoberat’ krv z infraorbitdlneho plexu, ktora sa pouZije na stanovenie
imunomodulaénych vlastnosti testovanych glykokonjugatov - kvantifikiciou hladin
indukovanych $pecifickych anti-mandnovych protilatok (IgG a IgM) metédou ELISA, a na
ur€enie polarizicie pro-Thl, pro-Th2 a pro-Th17 odpovede na zéklade produkcie cytokinov
(ELISA).

Schémy postupu

V priebehu planovaného postupu budi my$iam aplikované glykokonjugéty, pripravené z dvoch
polymémych mananov C. albicans (sérotyp A a B), a z troch rozdielnych manooligomérov. Tieto
antigény budi konjugované na HWP peptid a BSA nosi¢ podl’a nasledovnej schémy 1:

Schéma 1: janudr 2018 - jun 2018

Nazov skupiny | Poket skupin J Pocet my3i
1. Kontrola bez aplikacie 2 skupiny 15 mysi
antigénu - Placebo
2. Trimér sér. A 2 skupiny 15 mysi
1) . imunizacia
2) 2. imunizacia
3) 3. imunizacia
4) infikovanie mysf
5) po usmrteni my$i odoberanie orgéanov
3. Trimér sér. A-peptid-BSA 2 skupiny 15 mysi
4. Trimér sér. A-peptid 2 skupiny 15 mysi
5. Trimér sér. A - BSA 2 skupiny 15 mysi
6. Hexamér sér. A 2 skupiny 15 mysi
7. Hexamér sér. A-peptid-BSA 2 skupiny 15 mysi
8. Hexamér sér. A-peptid 2 skupiny 15 mysi
9. Hexamér sér. A-BSA 2 skupiny 15 mysi
10. Hexamér sér. B 2 skupiny 15 mysi
1'1. Hexamér sér. B-peptid-BSA 2 skupiny 15 my§i
12, Hexamér sér. B-peptid 2 skupiny 15 mysi
13. Hexamér sér. B-BSA 2 skupiny 15 mysi
14. Manén sér. A-peptid-BSA 2 skupiny 15 mysi
15. Manén sér. B -peptid-BSA | 2 skupiny 15 mysi
16. BSA-peptid , 2 skupiny 15 mysi
17. Manén sér. A 2 skupiny 15 mysi
18. Manan sér. B 2 skupiny 15 mysSi
| Spolu: 270 mysi




Predpokladame, Ze mysi v kontrolnych skupinach budi preZivat’ kratSie v porovnani s
my8ami, imunizovanymi testovanymi konjugatmi. Jednotlivé my$i nenechame preZivat’ az po
uhynutie v désledku infekcie, ale utratime ich skor, aby sme predi§li zbyto¢nému utrpeniu zvierat v
doésledku vyvolanej kandidézy (indikécia pre usmrtenie - v odstavei Ciastkové ciele 2). Mysi sa
usmrtia dislokéciou krénych stavcov, a nasledne im budil odobraté organy (slezina, obli¢ky, pedet)
na sledovanie diseminécie C. albicans. V pripade dlh$ie preZivajicich mysi sa aktudlne urdi ¢asova
0s, podl’a ktorej sa budi mysi utracat’.

V 2. etape sa z vybraného manooligoméru, ktory vykazoval najlep$i ochranny uginok voéi C.
albicans, pripravia latky, ktoré sa buda podavat’ podfa schémy 2:
Schéma 2: september 2018 — december 2019

Nazov skupiny Poéet skupin Pocdet my§i

1. Kontrola bez aplikacie ' 2 skupiny 15 mysi
antigénu-Placebo :

2. Manooligomér 5 skupin 50 mysi

1) imunizacia vSetkych mysi

2) po 3 tyzd. od 1.imuniz. sa odoberie krv 8 mySiam
3) po 3 tyzd. od 2.imuniz. sa odoberie krv 8 my&iam
4) po 3 tyzd. od 3. imuniz. sa odoberie krv 8 mySiam ;
5) v priebehu infekcie sa odoberanie krvi prispdsobi zdravotnému :
stavu my5i (26 mysi) :

3. Manooligomér-peptid-BSA 5 skupin 50 mysi

1) imunizacia vietkych mysi

2) po 3 tyZd. od 1.imuniz. sa odoberie krv 8 mySiam

3) po 3 tyzd. od 2.imuniz. sa odoberie krv 8 mySiam

4) po 3 tyzd. od 3. imuniz. sa odoberie krv 8 my$iam

5) v priebehu infekcie sa odoberanie krvi prisp6sobi zdravotnému
stavu my3i (26 mysi)

4. Manooligomér-peptid 5 skupin 50 mysi

1) imunizécia vietkych mygi

2) po 3 tyzd. od l.imuniz. sa odoberie krv 8 mySiam

3) po 3 tyZd. od 2.imuniz. sa odoberie krv 8 mySiam

4) po 3 tyzd. od 3. imuniz. sa odoberie krv 8 my$iam

5) v priebehu infekcie sa odoberanie krvi prispdsobi zdravetnému
stavu my§i (26 mysi)

5. Manooligomér - BSA 5 skupin 50 mysi

1) imunizacia vietkych mysi

2) po 3 tyzd. od 1.imuniz. sa odoberie krv 8 mySiam

3) po 3 tyzd. od 2.imuniz. sa odoberie krv 8 my&iam

4) po 3 tyzd. od 3. imuniz. sa odoberie krv 8 mySiam

5) v priebehu infekeie sa odoberanie krvi prispdsobi zdravotnému
stavu my§i (26 mysi)

Spolu: 215 mysi

V 2. etape sa my$i budl imunizovat’ vybranym konjugatom, obsahujicim manooligomér
rovnako ako v 1. etape. Glykokonjugét sa vyberie podl'a vysledkov z 1. etapy, rozhodujticim
kritériom bude najdlhSie preZivanie, a mald alebo Ziadna disemindcia C. albicans do orgénov.
Glykokonjugat sa bude podavat’ my8iam subkutanne v troch davkach, pred kazdou imunizaciou sa
bude jednej skupine my$i odoberat’ krv z infraorbitalneho plexu, po 28 diloch sa infikuju letdlnou
davkou C. albicans a bude sa sledovat’ prezivanie (vid’ &iastkové ciele, body 4,5).

Pred infikovanim sa odvazi kazda skupina mysi, a po infikovan{ sa budu skupiny prevazovat’
v pravidelnych intervaloch (sledovanie hmotnosti celej skupiny, vyjadrime ju ako priemernt
hodnotu na skupinu). Okrem vaZenia sa bude sledovat’ vzajomné spravanie my$i a ich celkova
kondicia.

Predpokladdme, Ze my$i v kontrolnych skupinach budu prezivat’ kratSie v porovnani s




mySami, imunizovanymi konjugatmi. Jednotlivé my8$i nenechame preZivat’ aZ po uhynutie v
dosledku infekeie, ale utratime ich skor, aby sme predisli zbytoénému utrpeniu zvierat v ddsledku
vyvolanej kandid6zy (indikécia pre usmrtenie - v odstavei Ciastkové ciele 2). Pred utratenim sa
mySiam odoberie krv 7 infraorbitalneho plexu. Po odobrati krvi sa my$i usmrtia dislokaciou
krénych stavcov, a ndsledne im budi odobraté organy (slezina, obli¢ky, peceni) na sledovanie
diseminacie C. albicans.

V pripade dlhSie prezivajucich mysi sa aktudlne uréi ¢asova os, podla ktorej sa budi mysi
utracat’.

Predpokladany prinos projektu:

Predkladany projekt je orientovany na oblast’ 'udského zdravia, konkrétne na profylaxiu
organizmu proti fungélnej infekcii, ako aj na terapiu uz infikovaného organizmu. V siéasnosti sa
v lekarskej praxi na lie¢bu kandidéz beZne pouzivaji antifungalne lie¢ivd, najmi zo skupiny
echinokandinov, azolovych a polyénovych derivatov. Napriek dostupnosti Sirokého spektra
antifungalnych lie¢iv je ich udinnost’ stile nedostatoénd, majii neZiaduce vedl'ajsie uéinky a ich
Castym pouZivanim dochéadza v organizme k rozvoju rezistencie a asto k rekurentnym infekciam.
Pre organizmus imonokompromitovanych a imonodeficientnych jedincov predstavuju Sasto vysoké
davky lie¢iv neZiaducu zétaz. Idedlnym rieSenim tohto problému by bola univerzélna antifungalna
vakcina. Této by branila vstupu alebo mnozeniu cielového patogéna a zdroveil by nemala
nepriaznivy uéinok na organizmus. V pripade imunodeficientnych jedincov prichddza do tivahy tzv.
pasivna imunizicia, pri ktorej sa do organizmu vnesu §pecifické protilatky alebo
imunokompetentné bunky, vytvorené v inom jedincovi. Pasivne ziskand imunita by mohla byt
priaznivou formou imunoterapie, ktora zabezpedi jedincom s oslabenym imunitnym systémom
priamu, aj ked’ iba docasnti ochranu. Naopak, jedinci imunokompetentni, ale nachyln{ ku
kandidoze, by sa mohli stat’ cielovou skupinou pre aktiviu imunizéciu, pri ktorej by sa navodila
imunitnd odpoved’ s dlhodobym ochrannym t¢inkom podanim vhodnej vakcinovej formulacie. Ak
vysledky predkladaného projektu potvrdia, Ze glykokonjugét s nativnym definovanym
manooligomérom ako sacharidovym antigénom bude v organizme mys$i indukovat’ dostatonu
produkciu protektivaych protilatok s kandidacidnymi vlastnost'ami, ktoré ochrania my$i pred
infekciou C. albicans, mohli by tieto poznatky vyznamnou mierou ovplyvnit’ smerovanie vyvoja
subceluldrnej antifungdlnej vakciny pre humanne pouZitie.

Druh pouzitych zvierat a ich predbeZzny pocet:

Druh: laboratorne mysi, 6-8 tyZdnoveé samice, hmotnost’ v ¢ase zatiatku experimentu 20-25 g
Kmeii: Balb/c

Dodavatel: Chovné a dodavatel’ské zariadenie Velaz s.r.0., Praha, CR.

Planovany pocet mysi: 485 kusov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramei vykonavania projektu:
V ramci vykondvania projektu budu mysi podrobené viacerym vykonom:

1. opakované podavanie testovanych latok subkutdnne v oblasti chrbta: v pilotnom postupe
nejavili mysi Ziadne nepriaznivé uéinky na podavanie testovanych glykokonjugatov;

2. odber krvi z infraorbitalneho plexu: odkrvenie mysi navodi stav nezluditeIny so Zivotom,
preto budd mysi po odbere okamzZite usmrtené dislokaciou krénych stavcov;

3. intravenozna aplikécia letalnej davky C. albicans: samotna aplikacia letalnej davky
patogénu do chvostovej vény nespdsobi mysiam dlhotrvajici stres;

4. nasledny rozvoj kandidozy a prezivanie zvierat s kandiddzou: v kontrolnej skupine mysi
ddjde k rychlemu nastupu ochorenia, v imunizovanych zvieratdch sa choroba rozvinie
pomalsie. Obe skupiny mysi budi vystavené utrpeniu. Na zéklade pilotného projektu vieme
do istej miery predpokladat’ priebeh postupu, a teda obmedzit’ toto utrpenie na najmensiu



moznu mieru. Po zvaZeni vysledkov pilotného projektu sme maximalny &as prezivania v
kontrolnej skupine ur¢ili na 30 dni (50 % prezivanie), aviak v zavislosti od zdravotne;j
situdcie a spravania my$f méZe byt’ postup ukonéeny skor.

Ochranny G¢inok potencidlnej antifungalnej vakeiny, sledovany in vivo, ddva odpoved’ na viaceré
otazky, stivisiace s rozvojom kandiddzy, napr. vztah medzi mnoZstvom indukovanych anti-
mananovych protilatok triedy [gG a ich protektivitou, trvanie ochranného t¢inku testovanych
konjugatov, ako aj otdzky, stvisiace s konstruovanim vakeiny - vlastnosti manooligomérneho
antigénu, vyznam peptidu a samotného BSA ako vysokomolekulového nosiéa.

Predpokladana viroven krutosti:

POSTUP KRUTOST
opakované subkutanne podévanie testovanych latok (tri davky v trojtyzdiiovych ' stredna

_intervaloch)

- odber krvi z infraorbitalneho plexu pred usmrtenim mygi strednd
intravendzna infekeia zivou kultirou C. albicans do laterélne; chvostovej Zily a kruta

nasledné preZivanie

. usmrtenie dislokdciou krénych staveov stredna

Navrhovana klasifikdcia krutosti postupov:

V zmysle klasifikacie krutosti postupu Oddiel I: a Oddiel IT: Kritéria zaradenia do kategdrii podla

zakroku a manipuldcie so zvieratom v prilohe &.4 nariadenia viady SR &. 37/2012 Z.z. Navrhujeme
klasifikdciu podl'a krutosti — krutd.

Uplatiovanie zdasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

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

V tomto projekte sa budu po prvykrat testovat’ glykokonjugaty z manooligomérov,
ziskanych z nativneho manénu C. albicans, pritomného v bunkovej stene patogénu.
V uvedenom postupe budeme testovat’ schopnost’ viacerych pripravenych glykokonjugatov
indukovat’ v organizme my3{ imunologicki odpoved’ na urovni ich ochrany pred infekciou
patogénom C. albicans. Podl'a doby trvania preZivania infikovanych imunizovanych my$i v
jednotlivych skupinach uréime, ktory glykokonjugat ma najlepsie predpoklady pre konstruovanie
Gcinnej antifingélnej vakeiny, a tym bude hlavny ciel projektu splneny. V nasledujticich
citovanych pracach (1-5) su vysledky, tykajtice sa pouzitia glykokonjugétov pripravenych z
polymérmeho manénu. V tychto pracach boli navrhnuté postupy, v ktorych sa pouzili zvieratd (mysi,
kraliky, potkany). V tomto projekte sme zvolili manooligomér, ktory mé definované vlastnosti —
velkost’, zloZenie, a jeho priprava je reprodukovatelna. Pougitie zvierat v navrhovanych postupoch
je nevyhnutné pre sledovanie preZivania infikovanych zvierat, pre monitorovanie §pecifickych
protilatok, indukovanych testovanymi latkami, taktiez pre monitorovanie diseminécie patogénu do
jednotlivych organov. Vysledky hP'adania alternativnej metddy in vitro v medzinarodne uznanych
databézach st predmetom Prilohy &. 4.

Z uvedenych dévodov nie je mozné realizovat’ postup v podmienkach in vitro, je potrebné
uskutocnit’ ho in vivo.

Citdcie
1. Han,Y, Ulrich, M. A., Cutler, I. E. Candida albicans Mannan Extract-Protein Conjugates Induce a Protective
Immune Response against Experimental Candidiasis. J Infect Dis;179:1477- 84, 1999



2. Wu, X, Lipinski, T., Carrel, F. R., Bailey, J. I., Bundle,D. R. Synthesis and immunochemical studies on a
Candida albicans cluster glycoconjugate vaccine. Org. Biomol. Chem., 5, 3477-3485, 2007

3. Xin, H., Dziadek, S., Bundle, D. R., Cutler, J. E. Synthetic glycopeptide vaccines combining -mannan and
peptide epitopes induce protection against candidiasis. PNAS 105: 13526-13531, 2008

4, Liu, M., Machova, E., Nes¢akovd, Z., Medovarsks, ., Clemons, K.V., Martinez, M., Liu, M., Clemons, K.V,
Bigos, M., Medovarska, 1., Brummer, E., Stevens, D. A.Immune responses induced by heat killed
Saccharomyces cerevisiae: A vaccine against fungal infection. Vaccine 29:1745-1753, 2011

5. Chen,V., Bystricky, S., Stevens, D.A. Vaccination with Mannan Protects Mice against Systemic Aspergillosis.
Med Mycology, 50(8), 818-828, 2012

2. Redukeia poétu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia ureného potu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil minimalny pocet zvierat.)

PoCty mySi st upresnené v nasledujucich etapach projektu:

1. etapa postupu: janudr 2018 —jun 2018

Pre uskutoCnenie 1. etapy postupu (februar 2018 — jun 2018) je navrhovany podet zvierat
270 ks (schéma 1), kazda latka bude testovand na 15 mysiach. Tento podet je postatujici, d’alsie
zniZovanie poctu zvierat v skupindch by bolo rizikové, jednak z hladiska $tatistického
vyhodnotenia, ako aj faloSne pozitivnych alebo negativnych vysledkov. Predpokladéme, Ze takto
ziskané vysledky budu priekazné a budv spiiiat’ kritéria, kladené na postup pre pripravu ucinnej
antifungainej vakciny.

2. etapa postupu: september 2018 — december 2019

Pre uskutognenie 2.etapy postupu (september 2018 — december 2019) je navrhovany podet
zvierat 215 ks (schéma 2). KaZd4 latka bude testovand na 50 mysiach, tento podet je postagujiici
jednak z hladiska Statistického vyhodnotenia, ako & na eliminiciu faloine pozitivnych alebo
negativnych vysledkov. ZvySeny pocet zvierat v tejto etape oddvodiujeme tym, Ze u tychto zvierat
budeme odoberat’ krv aj v priebehu imunizacie (3 imunizacie po 8 mysiach = 24 mysi), takze po
samotnej imunizacii sa zniZi ich pocet na 26. Tento polet mysi bude infikovany C. albicans a
podrobeny d’al§iemu skiimaniu. Predpokladdme, Ze takto ziskané vysledky budu priekazné a budu
spltiat’ kritérid, kladené na pripravu ucinnej antifungélnej vakciny.

Tento pocet, naplanovany pre obe etapy, spliia poZadované kritéria reprodukovatelnosti
postupu z hladiska Statistického vyhodnotenia. Na hladanie alternativnej metédy, ktorou by sme
nahradili pouZitie my$i, sme pouZili registre medzindrodne overenych a uznanych metod (ECVAM,
NC3Rs, AltTox, . V tychto registroch sme nanasli Ziadnu alternativhu metédu, ktorou by sme mohli
nahradit’ pouZitie my$i v planovanom postupe.

3. Zjemnenie:

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

Na tento postup bola vybratd my3 laboratorna Balb/c, ktora splita poZiadavky na tspedny
priebeh navrhnutého postupu. Mysi budd pod kazdodennym dohladom odbornych pracovnikov,
ktorf im zabezpetia poZadovany komfort podas trvania postupu. Vietky aktivity, ktoré stvisia s
realizaciou postupu, sa budii vykondvat’ v stlade s platnymi zakonmi a nariadeniami o starostlivosti
o zvieratd. ESte pred samotnym vykondvanim postupu sa mysi v priebehu dvojtyzdiiovej karantény
adaptujii na nové prostredie a kontakt s veterinirnou lekarkou ako aj s osobami sposobilymi na
tento vykon - s oSetrovatel'skym persondlom. Mysi budi traumatizované minimalne, aplikacia
testovanych latok bude vykonand subkutdnne bez anestézie. Aplikécia patogénu C. albicans sa



uskutotni intravenézne do lateralnej chvostovej zily. V priebehu postupu budi my$ usmrtené
dislokdciou krénych staveov podla planovaného protokolu. Zjemnenie postupu - v pripade
zhorSeného zdravotného stavu v désledku postupujiicej kandidézy nebudu myS$i vystavené
nadmernému utrpeniu pri ¢akani na smrt’, ale budti usmrtené.

4. Utrpenie verzus prinos

V planovanom postupe nebudi mysi vystavené zbyto&nému utrpeniu, v pripade zhorSeného
zdravotného stavu v dosledku postupujiicej kandidozy budi mysi usmrtend. Vysledky z projektu
méZu vyznamne ovplyvnit’ navrhnutie a naslednt konstrukeiu t¢innej antifingalnej vakeiny, ktora
by sa v budicnosti mohla vyuzit' ako pre imunokompromitovanych pacientov, postihnutych
kandidozou, tak aj pre pacientov s chronickou kandidézou.

Zaciatok postupu je pldnovany na 5.1. 2018 a bude sa realizovat’ do 31.12.2019.
Zvieratd nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt bude podliehat” opdtovnému schvalovaniu: ANO (podPa nariadenia vlady SR ¢. 377/2012
7.z7.)

Bratislava, 11. 8. 2017

o OA Ay 30-93. 2020
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Netechnické zhrnutie projekiu:

N&zov projekiu: Vplyv inhibicie O(4)- metylguanin-DNA melyliransferdzy o DPP-4 na
doxorubicinom indukovand predéasnd bunkovl senescenciu aorty

=, . . , , . T Sk
Cislo konania rozhodnutia o schvdleni projekiu: <bf’/(',}7 ,7%,22 ,// }

KIo¢ové slovd v projekte ( max 5 slov): senescencia, oxida&ny stres, benzylguanin,
doxorubicin

Ucel projektu: Translacny alebo aplikovany vyskum

Opisat ciele projekiu:

Doxorubicin patri medzi cytotoxické anfibiotikd zo skupiny antracyklinov, ktoré su
pouzivané pri terapii nddorovych ochoren. Z&vainym neziaddcim U&inkom tohto
lieCiva je jeho toxicita na kardiovaskularny systém, kiord by mohla byt spdsobend
vznikom predcasne] stresom vyvolane] bunkovej senescencie (SIPS). Ako ukazuju
nase prelimindme ddta, doxorubicin vyvoldva SIPS na potkanoch ana bunkovych
kultUrach VSMCs (vascular smooth muscle cells). NaSe prelimindrne ddata dalej
ukdzali, Ze BG vyvoldva SIPS in vifro na izolovanych VSMCs, &o bolo dokdzané R-
galaktoziddzovou esejou. BG sa pouiiva ako doplnkovd ferapia pri liecbe rakoviny
(napr. pankreasu), prefo je nutné preskimat efekt na SIPS in vivo U potkana a to
samostatne ale aj vkombindcii s doxorubicinom, ktory sdm osebe vyvoldva
poskodenie KVS atdto kombindcia liediv by mohla byt ovela 3kodlivefsia pre
pacienta. Vildagliptin je selektivny inhibitor dipeptidyl peptiddzy-4, ktory inhibuje
rychle odbUravanie endogénneho GLP-T{glucagon-like peptide 1), pouziva sa na
kontrolu glykémie U pacientov s DM 2. typu, taktiez posobi protektivne na KVS
vréznych modeloch ochoreni KVS U pokusnych zvierat. Ako vyplyva z nagich
prelimindmych vysledkov, vildagliptin m& profektivny UCinok na oxidadnym stresom
indukovany predcasny senescenciu @ takfiey md pozitivny vplyv na SASP (so
senescenciou asociovany sekreény fenotyp).
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Cielom projektu bude:

1. Pozorovat vplyv iIMGMT na bunkovU senescenciu u potkana

2. vplyv IMGMT na bunkovy senescenciu v kombindcii s doxorubicinom

3. Vykonat B-galakioziddzovy ese] andsledné stanovenie poctu senescentnych
buniek na corte

4. lzoldcia a identifikécia markerov SIPS a SASP, zdpalovych cytokinov u potkanov

5. U potkanov budeme sledovaf tlak krvi a cievne funkcie.

6. Objasnit molekuldmy mechanizmus pdsobenia inhibicie MGMT na SIPS.

Prinos z vvkonaného projekiu [(napr. aky je prinos pre veduy, ludstvo, zvieratd)

Vysledky tejfo prdce by mohli byt uZito¢né pre pacientov trpiacich nddorovym
ochorenim, kforym je poddvany doxorubicin, zmiermnif jeho toxické neziadice Ucinky
na KVS a zefektivnif terapiu.

Druhy pouZitvch zvierat a ich predbeiné podiv:

Potkan (Rattus norvegicus), druh Wistar, samce.

PocCet na celd dobu frvania experimentu (5 rokov): 330

Predpokladany nepriaznivy vplyv/uima na pouZité zvieratd v rdmci vykondvania
projekiu:

Vyhodnotenie celkového dyskomfortu: Ubytok hmotnosti (znizeny prijem potravy),

zmeny v spréavani [(apatia), zmeny vo vzhlade (najezend srst, nedostatoénd
starostlivost o srsi ).

Doxorubicin spdsobuje poskodenie KVS a obliciek u potkana, o by sa mohlo prejavit
U niekforych jedincov vyraznym Ubytkom vdhy. Poddvanie benzylguaninu nebolo
doteraz v literatlre popisované snijakym nepohodiim, preto po poddvani
benzylguaninu neocakdvame prime Skodlivé Ucinky, kiforé by boli spojené
s diskomfortom zvierat. Podobnd situdcia je pri vildagliptine, kde neocakdvame
Ucinky  spojené s diskomfortom. Taktiez kombindcia oboch ldtok teda
pravdepodobne nebude vyvolavat Ziaden dsikomfort. Pri metabolickych klietkach
dochddza ksociding] izolacii zvieraf, Co je povaziované za nepricznivy vplyv na
zvieratd. Pri metdde tail cuff sU zvieratd fixované vo valci po dobu 10 mindt, ¢o im
sposobuje diskomfort, ale zvieratd su na tuto metddu frénované, aby vo valci zotrvali
po U dobu a teda tym sa diskomfort vyrazne redukuje.

Human endpoint:
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Ak déjde k velkej strate hmotnosti (viac ako 10% hmotnosti) budd potkany utratené.

benzylguanin a vildagliptin: nie je nuiné, kedze Iatky nemaju fak toxické UCinky, aby
si siich aplikacia vyzadovala urcenie human end pointu

Doxorubicinovy model je velmi dobre charakterizovany, o sa tyka dyskomfortu
zvierat. Nie je spdjany s bolestivostou, skér s dyskomforfom v désledku poskodenia
obliciek, ¢i kardiovaskularneho systéemu (KVS). Zlyhanie obliciek sa prejavuje urémiou,
dbésledkom coho zvieratd budy priimaf menej] potravy a taktiez sa to prejavi na
vyzore a spravani zvierat. Podobne fo je s posSkodenim KVS. Preto hodnotenie
hmotnosti (znizenie prijmu potravy), spravania sa (apatia), a vyzoru (zviera sa nestard
o srst, je najezend, neupravend) je dostatocné na charakterizovanie dyskomfortu
zvierat po jednorazovom podani doxorubicinu.

Vildaglipfin nemd toxicke Ucinky, preto u zvieral nebude pozorovany Ziaden
dyskomfort.

Benzylguanin (BG) nemd& nafolko foxické U&inky, ktoré by sa prejavili vyraznym
dyskomfortom — v §tUdii (Lijinksy 1994) poddvali p.o. BG 52 tyzdnov, a vietky potkany
boli na konci §tudie 7zivé a bez zndmok vacsieno dyskomfortu. Prefo aj v tomto
pripade pozorovanie hmotnosti, spravania a vyzoru by mali byt dostatocné na

posUdenie dyskomfortu zvierat.

Kedze Iatky budl poddavané v kombindcii a doxorubicin md& zo vietkych
poddavanych latok najvyraznefsi UCinok, pozorovanie hmotnosti, sprévania a vyzoru
by malo byt dostatocnym hladiskom vyhodnotenia dyskomfortu a o human
endpointu. Ked ddjde k 10% Ubytku hmotnosti, bude to povazované za human
endpoint a zviera bude utratene.

Predpokladand troveri krutosti:

celkové - b) stredné

Ciastkové:

vymena podstielky — slabé, vézenie — slabé, aplikdcia Idtok — slabé, metabolické
klietky — slabé, tail cuff - slabé, rozvoj poskodenia po podani doxorubicinu — stredné,
celkovd anestézia pri utradcani — slabé

Uplathovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierai:

Nahradenie zvierat nie je mozné, kedze oxidac¢nym stresom indukovand predcasnd
senescencia u ludi/potkanov md& komplexny charckter.
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Experimenty na bunkovych kultUrach su v tomto projekte pidnované, ale kedze sa
jednd hlavne o sledovanie vplyvu lieciv na organizmus ako celok, z hladiska
fyziologie/farmakoldgie, tento druh stGdii ani nie je Upiny. Jednd sa o zistenie UCast
moznych regulacnych proteinov a preto v tomto type projekiu nie je moiné pouzit
ani pocCitacove simuldcie.

2. Redukcia poctu zvieral:

Planujeme pouzif 10 potkanov na skupinu. Doxorubicinovy model sa prejavuje velkou
variabilifou, ¢o znamend, ze niektoré potkany po podani doxorubicinu nevyving
poskodenie. Prefo je nutné pouzif 10 potkanov na skupinu.

BuduU sa pouzivat nasledovné skupiny zvierat:

Na skimanie protektivneho Ucinku lieciv je potrebnych 8 experimentdlnych skupin

v dvoch €asovych intervaloch experimentu ( 5 a 7 tvidhov):

vysveilenie skratiek: BG: benzylguanin
1. kontrola

. doxorubicin

. doxorubicin + BG

.BG

2
3
4
5. doxorubicin + vildagliptin
6. doxorubicin + BG + vildagliptin
7. BG + vildagliptin

8

. vildagliptin

3. Ziemnenie:

Aplikdcia skimanych I&tok méZe vyvoldvat u potkanov diskomfort, preto budy
potkany handlované pred zaciatkom poddvania latok. Tymto by sa mal ziemnit
pripadny stres. Iné ziemnenie nie je v fomto pokuse nutné.

Pred meranim flaku metddou tail cuff budy potkany na toto meranie frénované, a to
tak, ze najprv sa nechajl prejst volne valcom, v ktorom budy umiestnené pocas
merania a nakoniec budy vo valci fixované s predizujucou sa dobou, az pokym
nebudy na toto fixovanie zvyknuté.

Projekt bude podliehaf op&tovnému schvalovaniu: nie
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Priloha ¢&. 2
Netechmnické zhrnutie projektu

Nazov projelctu:  Statdium biologickych iéinkov produktov H>S/NO interakcie
a molekuldarne mechanizmy ich posobenia

o - . , . . E PR/ , —
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: > 4/Z .s/f_,‘z — 227

KPacové slova v projekte:
krvny tlak, hemodynamické parametre, regulaéné mechanizmy, potkan, aorta, membranové
kanaly, sirovodik (H>S).

Ugel projektu: zakladny vyskum

Opisat’ ciele projektu:

Poznavanie pri¢in vysokého krvného tlaku poméha v hl'adani novych preventivnych i
terapeutickych postupov na lie€enie vysokého krvného tlaku. Aby v8ak bolo mozné zachytit
jednotlivé chorobné procesy, je potrebné najskér spoznavat zakladné mechanizmy a
vzdjomné vztahy medzi regulaciou a funkciou srdcovo-cievneho systému. Prikladom
st nedavne §tudie zamerané na rieenie novych postupov pri liec¢be vysokého krvného tlaku, v
ktorych sa uvadza ako farmakologicky perspektivnou cestou lietby vyvin lie¢iv na baze
uvolnenia H->S. Aviak mechanizmy, akymi uskutoétiuje HoS svoje signalne tlohy v srdcovo-
cievnhom systéme su popisané nedostatoéne a ako sa ukazalo, chyba aj jasnd koncepcia
zohl'adiiujica prepojenie signalnej drahy oxidu dusnatého (NO) a HoS. Ciele projektu su
zamerané na ziskanie detailnejsich poznatkoV o regulaénom pdsobeni HaS v srdcovo-cievnom
systéme, sdoérazom kladenym na identifikiciu mechanizmov tohto pdsobenia, vratane
identifikicie mozného zapojenia NO cesty. Utelom je nielen rozvinut' poznanie H,S ako
fyziologickej signalnej molekuly, ale skimanim vlastnosti H»S a jeho kombinacie s NO
vytvorit predpoklady budovania stratégie pre vyber do organizmu dodanych latok
uvolfiujicich H>S. V hladani molekularneho mechanizmu t¢inku H,S, porovname jeho
uéinok s d’alsimi latkami, ktoré ovplyviuju kardiovaskularny systém, ako: acetylcholin,
adrenalin, L-NAME, nifedipin, ML-218, glibenklamid a kaptopril. Stanovené ciele chceme
dosiahnut’ komplexnejSou charakterizaciou biologického tuéinku H,S ako systémovej
odpovede - sledovanim hemodynamickych parametrov, tkanivovej - sledovanim kontrakéno-
relaxadnej svalovej odpovede aorty, molekularnej - sledovanim reakeie iénovych kandlov,
predovietkym mikrozomov (membranové vezikuly endoplazmového retikula).

Prinos z vykonaného projektu:

Prinos projektu vidime v poskytnuti detailnejsieho popisu regula¢ného posobenia H>S
v srdcovo-cievnom  systéme, ktory spolu s charakterizaciou tu¢inku H,S vo vztahu
k pdsobeniu/spolupdsobeniu NO, méze prispiet’ k vytvoreniu kritérii pre ndvrh vhodnej
latkovej Struktury, vyznaujicou sa fyziologickou relevanciou. Vysledky moézu viest



k aplika¢nym $tudiam pouzitia H»S derivatov, pripadne ich kombindcie s NO donormi, ako

lieciv.
Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné podty:

Potkan laboratérny (Rattus norvegicus), kmen Wistar, v navrhovanom pocte 130 jedincov na
obdobie rieSenia projektu /3 roky/.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v rameci vykondvania
projektu:

Pred vykonanim postupov na experimentalnych zvieratach bude uzivatel'om sledovany
zdravotny stav a komfort zvierat, nebude im spdsobend zbytoéna bolest’, strach ani utrpenie.
Postupy pouzité na ziskanie organov su ukoncené dislokaciou kr¢nych staveov, ktoré je
vykondvané v celkovej anestézii, navodenej intraperitonedlnym podanim anestetika. Postup
zamerany na kontinudlne sledovanie hemodynamickej odpovede prebicha v celkovej
anestézii, navodenej intraperitonealnym podanim anestetika a po jeho ukonceni je zviera
usmrtené predavkovanim anestetikom.

Predpokladand aroven krutosti:

Podla klasifikdcie krutosti postupov ustanovenej § 14 prislu§ného predpisu* su
3
postupy vykonavané v projekte zahrnuté do kategérie "Bez moznosti zotavenia".

Uplatiiovanie zasad 3R

Projekt je navrhnuty a bude vykonavany v sulade zo zdsadami o uplatiiovani poZiadaviek
“zasady 3R", a to konkrétne:

1. Nahradenie zvierat:

PretoZe projekt je postaveny z velkej ¢asti na sledovani $pecifickych ukazovatel'ov spojenych
so zloZitym biologickym systémom, integrujicim viacero faktorov, nie je mozné pristapit’ k
nahradeniu za teoreticky alebo niZ8i biologicky experimentdlny model. V pripade Studie
iénovych kanalov nie je moZné vykonat’ charakterizaciu na in vitro modely, pretoze bunkové
kultiry nemajui typovo potrebnt expresiu ionovych kanalov a modulaénych proteinov, a preto
je nutné ich ziskat’ v originalnej podobe zo zivého organizmu.

2. Redukcia poctu zvierat:

Navrhnuty poget laboratérnych potkanov na celé obdobie rieSenia projektu zodpoveda
naro¢nosti experimentalnych postupov a $pecifickym potrebam zadefinovanych cielov.
Jednotlivé protokoly su posudzované a optimalizované pre poziadavku redukcie poctu zvierat
na minimum v sulade s nenaru$enim ciel'ov projektu a poskytnutim déveryhodnej vypovednej
hodnoty §tadie. Vysledky sa budt priebezne vyhodnocovat’ a posudzovat, v pripade
preukdazania Statisticky vyznamného uéinku v jednotlivych postupoch alebo zistenia zavazne]
vyskumnej skutoénosti, dojde k Gprave poctu experimentalnych zvierat, t.j. nebude dochadzat’
k zvySovanie zbyto¢nych experimentalnych vysledkov.



3. Zjemnenie:

Laboratérny potkan je $tandardny objekt, ktory sa celoplo$ne vyuziva pri Studiu
Struktarnych a funkénych vlastnosti srdcovo-cievneho systému, ¢o vytvara predpoklady pre
nalezité porovnavanie vysledkov medzi laboratoriami. Z proporénych vlastnosti dobre
vyhovuje technickym poziadavkam pouzitia nadich experimentalnych metdd, ako aj poskytuje
moznost' vy3ieho vytazku vzorky pre $tadium idnovych kanalov. Zvieratd v obdobi od
dodania az do zaradenia do stanovenych postupov (vratane obdobia karantény) budui
umiestnené v, na tento ucel schvalenej, klimatizovanej miestnosti /zverinci/ a kontrolované
osobou zodpovednou na starostlivost’ o zvierata a ich dobré Zivotné podmienky.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: nie

* Nariadenie vlady Slovenskej Republiky ¢. 377/2012



PRILOHAC.2
Netechnické zhrnutie projektu podla §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia viady SR ¢. 377/2012

NAZOV PROJEKTU:

PRENATALNE PROGRAMOVANIE CHOROB V DOSPELOST): SUBCHRONICKA PRENATALNA ASFYXIA U
POTKANOV AKO VHODNY MODEL NA STUDIUM MECHANIZMOV EMBRYO-FETALNEHO
PROGRAMOVANIA NEUROBEHAVIORALNYCH ZMIEN V DOSPELOSTI

. ‘ Ao 4
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projekiu: /’/)Z /7 é/// Y -d¢ 7

Klicové slova v projekie (max 5 slov):

Uzkost, depresia, asfyxia, prenatalne programovanie, zvieracie modely

Ugel projektu : Zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

PouZitim modelu subchronickej prenatalne] asfyxie u potkanov budeme zistovat skoré priciny a
mechanizmy, ktoré sa moézu stat podkladom pre zvySend citlivost organizmu na vznik a rozvoj
neurobehaviordlnych a kardiovaskuldrnych porich v dospelosti. Skora detekcia tychto mechanizmov
na zaklade hodnotenia molekularno-biologickych, biochemickych a behaviordlnych ukazovatelov
mozZe prispiet k terapeutickej intervencii v skorych $tadidach vyvinu a tym zniZit alebo eliminovat
vyskyt tychto ochoreni v neskorSom Zivote. Cielom projektu bude hodnotenie kidéovych
epigenetickych faktorov, zohravajlcich vyznamnu uUlohu pri vzniku psychickych porich vyuZitim
molekuldrno-biologickych metdd ako aj metdd etologickej analyzy animainych modelov. Vysledky
tohto experimentu prispejd k ochrane ludského zdravia a moinych aplikacii aj do huménnej
mediciny.

Konkrétne:

1} Ziskaju sa nové poznatky o mechanizmoch vzniku Uzkosti a depresie na zavedenych animalnych
modeloch asfyxie v priebehu gravidity a perinatdlnom obdohbi.

2) Ziskaju sa detailnejdie informacie o kritickych fazach p6sobenia prenatalnej asfyxie na vznik
chordb v dospelosti.

3) Vyuzitie modelu prenatdlnej asfyxie umozni nielen $tidium mechanizmov rozvoia
neurobehaviordinych, ale aj kardiovaskuldrnych a metabolickych portch u dospelych zvierat s
dérazom na Uzkosti a depresii podobné spravanie, kognitivne disturbancie, ako aj socidlny
konflikt.

4) Vysledky jednotlivych experimentalnych $tadii prispeji k lepSiemu poznaniu pricin a
mechanizmov, které su podkladom pre zvySené riziko vzniku psychiatrickych porich (najmé
afektivnych porich a Gzkosti) v dospelosti a ich moZnej skorej detekcie na zéklade hodnotenia
molekuldrno-biologickych, biochemickych a behaviordlnych ukazovatelov.



Prinos z vykonaného projekiu (napr. aky je prinos pre vedu, ludstvo, zvieratd)

Prenatalny vyvin plodu je zloZity proces, ktory je determinovany nielen genetickou konfiguraciou
jedinca, ale aj dostupnostou nutritivnych latok, kyslika, rastovych faktorov a hormonov pre matku a
vyvijajuci sa plod [1,2]. Vyvijajuci jedinec sa musi v zdujme svojho prezitia na prenatalne prostredie
adaptovat. Tato tzv. fetdlna adaptacia nazyvana tie? "fetdlne programovanie” [3] vyznamne
ovplyviiuje nielen rast, metabolizmus a fyziologické procesy, ale aj formovanie samotnych
behavioralnych odpovedi [4,5]. Programovanie je teda proces, pri ktorom ma podnet pésobiaci pocas
kritického obdobia dlhotrvajici alebo celoZivotny vplyv na organizmus, jeho spravanie a vyskyt
chorob [6].

Kritickd peridda je definovana epochami rapidneho bunkového rastu v orgéne, pricom rézne organy
sa vyvijaju roznym tempom a v réznom Case [6]. Dostupnost zivin a kyslika ovplyviuje endokrinny
systém a uloha horménov, ako programovacich signadlov, bola ¢tudovana ako u fudi tak aj u
experimentalnych zvierat [7]. Prenatélne programovanie je teda po genetickom profile jedinca dalSim
modulagénym vplyvom, ktory determinuje zdravy vyvin, ale aj zvySenu nachylnost k neskorsim
ochoreniam v dospelosti [2,8].

Nepriaznivé podmienky prostredia, ktorym je jedinec po&as skorého vyvinu vystaveny, ako je
napriklad gestaind hypoxia, mézu mat vplyv na vznik neurologickych portch v neskorSom zivote [9].
V rozvinutych krajindch je incidencia tazkej perinatdlne; asfyxie (sposobujicej smrt alebo vdine
neurologické poskodenia) asi 1/1000 sivonarodenych deti. V rozvojovych krajindch je to ovela
tastejiie, pricom nemocnitné Studie naznaluju je] vyskyt az u 5-10/1000 zivo narodenych deti [10].
Na ,utet” porodnej asfyxie, definovanej ako neschopnost novorodenca dychat po narodeni, je
pripisovanych podia odhadov kazdoroc¢ne 900 000 Umrti a porodnd asfyxia je povazovana za jednu z
hlavnych pritin skorej neonatainej imrtnosti [11].

Velké mnosstvo Gdajov naznaduje, Ze o postnatalnom vzniku depresie a Uzkosti méze byt rozhodnute
u? v obdobf pred narodenim. Tieto tidaje podporuju hypotézu celoZivotne]j zvysenej citlivosti na vznik
uzkosti a depresie, pricom mechanizmy vzniku podliehajd ako genetickej tak aj environmentalne]
kontrole. V Gzkostnych ochoreniach zohrava délezitd tlohu interakcia medzi serotoninovym, GABA-
ergnym a glutamatovym systémom. U jednotlivcov méseme pozorovat skér konzistentni droven
tzkostného spravania pocas celého Zivota, o naznacuje e hladina Uzkostného spréavania pretrvava
po diht dobu a odzrkadiuje sakladné odli¢nosti v kompozicii a sietovani mozgu [12]. Uzkostné
poruchy st povaZzované za Coraz astejdie a spolu s afektivnymi poruchami a zdvislostami patria
medzi psychopatologické znaky s najvacsim vyskytom. Predpoklada sa, 7e do roku 2030 bude
najvyznamnejéou pri¢inou chordb rozvinutych krajin depresia.

V naiich predchadzajicich experimentoch sme zistili, Ye nepriaznivé zasahy do vyvinu jedinca maju
nezvratné nasledky na prejavy sprdvania suvisiace so zvydenou Uzkostou a depresii podobnym
stavom. Asfyxia v perinatdlnom obdobi mala za nasledok vznik neurobehaviordlnej poruchy
(hyperaktivita potas opakovaného testovania zvierat) pripominajice] niektoré prejavy ADHD u deti
[13]. Taktie? sme zistili, Ze prenataina asfyxia v obdobi kratko pred pérodom ma vacsi dopad na
programovanie neurobehavioralnych portich v dospelosti [14] a ovplyvnenie v skorom vyvinovom
obdobf posobi viac na kognitivnu zloZku [15].
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Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné potty:

Potkany kmefia Wistar, samce a samice, predbezne 120 samic + 40 samcov (parentalna generacia);
cca 800 mladat a 240 samic + 240 samcov (filidlna generdcia po 21. dni post partum) na obdobie 5
rokov.

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

Model subchronickej prenatélnej asfyxie (SPA), ktory pouzijeme pri realizacii projektu je u gravidnych
samic dobre znagany. Z historickych dat neevidujeme nepriaznivé Géinky asfyktického inzultu na
gravidné samice. Znizené mnozstvo parcialneho kyslika, moze u zvierat spdsobit diskomfort v podobe
malatnosti, zvyéenej srdcovej ¢innosi, zvySenej dychaviénosti. Po celd dobu pdsobenia inzultu a
minimalne hodinu po jeho skonéeni je sledovany zdravotny stav zvierat. V pripade vyskytu
ne¥iaducich priznakov bude postup asfyktického inzultu preruéeny. Po skonceni pésobenia inzultu
nastupuje motoricka aktivita zvierat a po hodine st Uplne ¢ulé so zaujmom o krmivo a vodu. Postupy
st pripravené tak, aby sa maximalne vyludil strach, zbytotnd bolest a utrpenie zvierat a aby boli
zvieratd vyuzité humdanne a zodpovedne na ziskanie nowych vedeckych poznatkov z prenatalneho
programovania.



Predpokladana Groven krutosti:

- celkovo slaba -

POSTUP KRUTOST
priparovanie slaba
SPA slaba
postnataine hodnotenia do obdobia odstavu:

Righting reflex slabd
Negativna geotaxia slaba
Startle reflex slaba
Air-Righting slaba
Odstav slaba
Rotarod slaba
behavioralne testy od obbdobia odstavu:
Juvenilny test otvoreného pola slaba
Morrisovo vodné bludisko bludisko slaba
Vyvysené bludisko v tvare plus slaba
Uéenie aktivnym vyhybanim slabd
LLight/dark” test slaba
S-driovy test otoreného pola slaba
Hypertermia spdsobend stresom slaba
Test anheddnie siaba
Test socidlnej interakcie slaba
Porsoltov test slaba
celkova slaba

Uplatifiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie preco sa nembze pouzit alternativna metdda

bez poutfitia zvierat)

V uvedenom postupe je potrebné ziskat komplexnejsie informécie o moznych nepriaznivych d¢inkoch
posobenia asfyktického inzultu v senzitivnom obdobi prenataineho programovania. Prostrednictvom
hodnotenia kltitovych epigenetickych faktorov, zohravajtcich vyznamnu ulohu pri vzniku psychickych
portch vyuzitim molekuldrno-biologickych metéd ako aj metod etologickej analyzy animalnych
modelov. Tento postup nie je mozné vykonat nahradenim animaineho experimentalneho modelu
alternativnym modelom v podmienakach in vitro.

2. Redukcia pottu zvierat:

(zddvodnenie poufitia uréeného pottu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie toho,

fe sa pouZil minimdalny mozny pocet zvierat)




7 naédich predchédzajicich 3tadii, kde sme poufili uvedend metodiku SPA sme zistili, Ze poclty
postupov tak ako su épecifikované v protokole st nevyhnutné (minimalne) na hodnoverné (Statisticky
signifikantné) zachytenie predpokladanych efektov na dosiahnutie nasich ciefov. Daldie znifovanie
poftu zvierat v postupe je spojené s rizikom falosne negativnych alebo faloSne pozitivnych vysledkov,
ktoré by potencialne viedli k neopodstatnenym postupom na dalSich zvieratdch. Inymi slovami, pocty
zvierat pri jednotlivych postupoch st vybraté tak, aby minimalizovali celkovy pocet postupov
nevyhnutnych na dosiahnutie ciefov projektu. Podet zvierat je tieZ maximalne redukovany logistikou
pokusov. S ohfadom na kvalitu Zivota zvierat, ale aj limitované financovanie a Casovt ndrotnost
postupov v projekte a ich analyza je v naSom najlepSom zaujme vykonat o najmenej postupov na
ziskanie interpretovatelnych vysledkov a pouzit ¢o najmenej zvierat na ziskanie validovanych
déleditych poznatkov nevyhnutnych pre hodnotenie klt¢ovych epigenetickych faktorov,
zohrévajlcich vyznamnt Glohu pri vzniku psychickych portch. Vysledky tohto experimentu prispeju k
ochrane ludského zdravia a moZnych aplikacii aj do humannej mediciny.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit vyber pouzitych druhov zvierat, zddvodnenie pouzitia zvierata, objasnenie sposobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykonavania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

So zvieratami sa bude $etrne zaobchadzat po cell dobu projektu a budd pod kazdodennym
dohladom skusnych pracovnikov. Potas postupov je zabezpeceny komfort zvierata, minimalna
manipulacia, takie zvieratd nie su traumatizované a pripadna bolest (diskomfort) je len docasna a
minimalna. Vietky aktivity stvisiace s postupmi budeme vykondvat v sulade s platnymi zakonmi a
nariadeniami o starostlivosti o zvieratd, aby sme zabezpedili huménne zaobchéadzanie so zvieratami,
v zaujme odburavania stresu zvierata budl adaptované na personal a laboratérne podmienky eSte
pred samotnym vykondvanim postupov. Metodické postupy, ktoré pouzijeme pri realizacii projektu
pouzivame dihodobo avelmi sa osved(ili v rdmci rieSenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych
tloh. Vysledky ziskané tymito metodami boli publikované mnoistvom prac a prezentované na
mnohych odbornych férach nielen doma ale aj vzahrani¢i. Postupy su pripravené tak, aby sa
maximalne vylucil strach, zhyto¢nd bolest a utrpenie zvierat a aby boli zvieratd vyuZité humanne a

zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov prispievajicich k efeltivnej farmakoterapii.
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Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ano
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