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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
Nazov projektu: |

Moduldcia funkénosti a integrity ¢revnej bariéry aplikéciou probiotik a omega-3 polynenasytenych
mastnych kyselin v prevencii a terapii ¢revnych zapalovych chorob

i

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projéktu: 5 5’2—2«/”/# /82%

t

Klicové slova: kolitida, dextran sulfat sodny, Lactobacillus plantarum, fanovy olej, Erevna bariéra

Ucel projektu’: j
Utelom projektu podla § 4 nariadenia viady je aplikovany vyskum zamerany na b) prevenciu a lie¢bu
chordb a poskodenia zdravia ¢loveka a zvierat.

al) Ciel projektu:
Hlavnym cielom projektu je ziskanie novych poznatkov o Gginku kmefia Lactobacillus plantarum LS/07
samostatne a v kombinacii s n-3 PNMK na integritu a funk&nost érevne; bariéry in vitro a in vivo na

modeli intestindlneho zépalu a porovnanie jeho U¢innosti so étandardnou lie¢bou ulcerdznej kolitidy
mesalazinom a probiotickym kmefiom L. plantarum 299v, u ktorého bol potvrdeny protektivny déinok

voli|BD. Ziskané vysledky budd vyuZité v ramci prevencie a podpornej terapie nedpecifickych ¢revnych
zapalovych chordb.

a2) Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania projektu
a stupen krutosti

Charakteristika postupu Vplyv na zviera Stupen
krutosti
Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres. Bolest Ziadna. Trvanie | Slaby
1-2 mintty.
Kratkodoba fixacia a peroralna Kratkodoby mierny stres. Bolest Ziadna. Trvanie | Slaby
aplikacia (1x denne) probiotika, 1-2 mindty.

lanového oleja a mesalazinu

Umiestnenie zvierat - | lzolécia potkanov zo socidlneho kmefia po 2 Slaby
zvieratd v klietke pocas 15 dni. Bolest ziadna.

Aplikacia DSS Bolest ziadna. 5% DSS v pitnej vode. Slaby




Detekcia rektdIneho krvacania Kratkodoby mierny stres spdsobeny Slaby
manipuldciou, obmedzenim pohybu. Bolest
slabd, zvierata mézu pocitovat kratkodoby
diskomfort v ddsledku vyteru z rekta. Trvanie
30 sekund.

Rozvoj kolitidy v désledku prijmu Po aplikacii 5% roztoku DSS dochddza u zvierat Stredny
DSS spravidla na 4 az 5 defi k rozvoju zépalu ‘
v hrubom éreve, désledkom &oho je ubytok
hmotnosti, vyskyt hnaéiek, vznik ulceracii
hrubého ¢reva a krvacanie.

Kratkodoba fixacia a Standardné metdda. Kratkodoby mierny stres Slaby
aplikacia anestetik pri ukonteni spbsobeny manipuldciou a cbmedzenim

postupu pohybu. Bolest slabd. Trvanie 30 sekund.

Torakotdmia a ndsledna punkcia Postup bude prevedeny v stave hlbokého Slaby
srdca v celkovej anestézii bezvedomia, ked zvieratd maju este zachované

vitélne funkcie, aviak uz nereagujt na
akékolvek podnety, nepocituju #iadnu bolest a
pred uhynutim nenadobudnti vedomie.

NajvdcSou ujmou pre zvieratd bude negativny dcinok prijmu 5% roztoku DSS na sliznicu hrubého &reva
v pozitivnej kontrolnej skupine. Diika trvania postupu je navrhnuta, tak aby sme minimalizovali
vystavenie zvierat krutej alebo dlhotrvajlcej strednej bolesti. Ked¥e zmiernenie bolesti podavanim
analgetik v pozitivnej kontrolnej skupine nie je mo¥né z dévodu ovplyvnenia sledovanych parametrov
a naplnenia cielov projektu, zvieratd budd humanne usmrtené pri objaveni sa priznakov spojenych s
krutou alebo dlhotrvajicou strednou bolestou »human end-point” (20% strata hmotnosti, masivne
krvdcanie z rekta). V ostatnych skupindch budi podévané latky s ocakdvanym protektivnym Géinkom.

a3) Prinos z vykonaného projektu

Predpokladanym hlavnym prinosom projektu budd nové poznatky o mechanizmoch pdsobenia
probiotického kmenia L. plantarum LS/07 na &revnd bariéru, s potencidlom zvygit tento G&inok jeho
kombinéciou s n-3 PNMK. Uvedené téinky tohto kmefia doposial' neboli $tudované a objasnenie tychto
mechanizmov mdZe prispiet k rozifreniu jeho potencidlneho vyuZitia predovietkym v prevencii a
adjuvantnej terapii &revnych zépalovych choréb. Objasnenie molekuldrnej podstaty pésobenia
spominaného bakteridlneho kmefia samostatne alebo v kombindcii s n-3 PNMK invitro a v animdlnom
experimente méZe napomdct k ich cielenému klinickému testovaniu u pacientov s Crevnymi
zapalovymi ochoreniami. V klinickej praxi by tieto substancie mohli predstavovat stucast naturdlnych
pripravkov uZivanych ako stéast lie¢by ulcerdznej kolitidy s ciefom dosiahnut remisiu ocharenia
respektive dosiahnutie o najdlhiieho obdobia bez relapsov ochorenia.

a4) Druh pouZitych zvierat a ich predbezné pocty



Potkan laboratérny, kmer Sprague-Dawley, 102 jedincov

b) Preukdzanie stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia (3R)
1. Nahradenie

Pre hladanie alternativnej metddy sme pouzili medzinarodne registre pre overené a uznavané
alternativne metdédy (ECVAM, AltTox, NC3Rs). Aj ked' existuju alternativne metddy, tieto nemézu
nahradit komplexnost Zivého organizmu a preto neprestavujd pinohodnotni alternativu pre vykonanie
vSetkych Stadii v nadom projekte. Zohladnenim poZiadavky nahradenia zvierat v projekte je prvé faza
experimentov, ktord bude realizovand vylu¢ne na bunkovych linidch simulujicich ¢revnt bariéru, na
ktorej budi realizované testy funkénosti a integrity epitelovej bariéry. Avak v uvedenych in vitro
modely nie sme schopny simulovat interakcie &revny epitel — imunitny systém — mikrofléra, ktoré
predstavuju délezZity faktor privzniku a rozvoji IBD a pre to je nevyhnutné vyuZitie animaineho modelu.
Animalny model je nevyhnutny pre potvrdenie in vitro Géinku testovanych vyZivovych doplinkov
a naslednd moind aplikiciu u ludi. Zvoleny model DSS-indukovanej kolitidy u potkanov je vieobecne
akceptovany a manifestuje klinické, makroskopické a mikroskopické priznaky charakteristické pre
ulcerdznu kolitidu u fudi.

2. Obmedzenie

Projekt je plénovany s minimalnym podtom zvierat tak, aby nebol ohrozeny ciel projektu, bola
zabezpelend reprodukovatelnost a validita postupu pre imunologické, fyziologické, biochemické
a morfologické analyzy a ich &tatistické vyhodnotenie. Pocet zvierat v jednej skupine bol sta‘novenv na
10 jedincov v experimentainych skupinéch a 6 jedincov v kontrolnej skupine, kde sa nepredpokladd
Ziadny negativny Gc¢inok na zvieratd. Uvedené polty zvierat zohladfuju &tatisticki relevantnost
dosiahnutych vysledkov. Dostato&ny potet zvierat v skupine je doéleZity na to, aby sme sa vyhli
opakovaniu experimentu. Ked%e nase doposial ziskané vysledky--z predechadzajucich—postupov
poukazujtt na znacnd mieru individudinej variability predovietkym v imunologickych parametroch
polet zvierat mensi ako 10 v skupine nie je Statisticky dostatogne relevantny pre uvedeny postup.

3. Zjemnenie:

Potkany v priebehu experimentu prefivaju stres, stvisiaci s do€asnou izoldciou zvierat v paroch, ktory
bude minimalizovany obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru a ohryzovanie a zabezpetenim
vizualneho a zvukového kontaktu s ostatnymi potkanmi ich umiestnenim v priehladnych vanic¢kéch.
KedZe zvieratd si na beiné kratkodobé manipulaéné techniky rychlo privykaji, mierny diskomfort
spbsobeny manipuldciou a fixdciou zvierat polas va¥enia a poddvania ldtok per os (probiotikum,
lanovy olej, mesalazin) bude minimalizovany Setrnym a ohfaduplnym zaobchddzanim Skolenym
persondlom. K rozvoju zdpalu hrubého ¢reva a narugeniu Erevne] bariéry v désledku prijimania 5%
roztoku DSS v pitnej vode dochadza spravidla a? na 5 defi a dovtedy u zvierat nie st viditelné klinické
priznaky ochorenia, ale dochddza k postupnému tibytku hmotnosti. Na 5 a3 7 def sa u zvierat zadinaju
prejavovat aj dalie priznaky kolitidy a to hnacky, krvacanie, Ubytok hmotnosti, ktoré budu rieéené
v spoluprdci so zmluvnym lekdrom. V pripade objavenia sa zndmok tatkého potkodenia zdravia
spojené s bolestou, masiviiym krvacanim z rekta a Gbytkom hmotnosti o viac ne¥ 20% budu zvieratd



humanne usmrtené. Manifestacia tychto priznakov minimalne u troch zvierat bude predstavovat
»human endpoint” a vtomto bode bude projekt ukonéeny. Usmrtenie bude prebiehat bezbolestne
v celkovej hlbokej anestézii vyvolanej kombinéciou Zoletil/Xylazin. Postupy su navrhnuté tak, aby sa
minimalizovalo utrpenie, bolest a strach zvierat. Potas celého postupu budu zvieratd pod dohladom
skdsenych a Skolenych pracovnikov, ktori budi dodriiavat humanne postupy v sdlade s platnymi
zakonmi a nariadeniami o starostlivosti o zvierata.

Projekt bude podliehat spatnému postdeniu: ANG NIE



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
Ndzov projektu:

Indukcia ischemickej tolerancie v mieche kralika vzdialenym perkondicionovanim a
postkondiciovanim: $tidium mechanizmov endogénnej ochrany.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 55,7 4 / 4% —ZZ//

Klicové  slova v projekte  (max 5 slov):  ischémia, kralik, perkondicionovanie,
postkondicionovanie, miecha

Utel projektu’:

Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metody s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 2.z)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebg welfare Pudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kol6nii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalsieho pouZivania
Vv postupoch '

Ak je iny tigel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:
(napr. nie si este vysledky z takéhoto vyskumuy, numost’ jeho wkonania z hladiskg
vedy, z klinického hladiska)

v

kondicionovania (remote conditioning) aplikiciou turniketu na prednych konéatinach kralika
pocas 20 minutovej ischémie abdominalne; aorty (perkondicionovanie - PerC) alebo v ase
reperfizie (postkondicionovanie - PostC).

Je dblezité poznat” moZnosti ako méFeme ovplyvnit’ inky ischémie, tak, aby sa &o
najmensie mnoZstvo buniek ocitlo v péasme nekrézy a ziroven aby nedoglo k zniZeniu
schopnosti  buniek vytvorit' si  vlastni toleranciu, Aplikdciou vzdialensho per- a
postkondicionovania predpokladdme vyvolanie tolerancie vulnerabilnych neurénov miechy
vodi inak letalnej ischémii. Uginok stresu na organizmus sa pohybuje v zavislosti od davky, v
pripade ischémie od dl'iky J&j trvania. V nagom experimente predpokladdme, e subletalnym
stresom (vzdialenym PerC a PostC) vyprovokujeme obranné mechanizmy v organizme, ktoré
ochrdnia neurény pred letdlnou ischémiou a zaroveti zachovaju ich funkénost, Cielom
projektu je aj overenie vhodnosti Casovej aplikdcie (terapeutické okno) namj zvoleného
stresora. _

Zékladnym parametrom na Stidium tolerancie bude sledovanie vyskytu a pocetnosti
degenerovanych neurdnov v sive] hmote miechy, ktoré sa zndzornia pomocou
fluorescenéného markera Fluoro J ade B. U preZivajucich neurénov (detekcia NeuN) budeme
hodnotit’ aktivitu latok podielajuicich sa na reparacnych procesoch v bunkéch, ako je ubikvitin
alebo HSP-72 a pritomnost’ enzymov oxidaéného stresu. Neurologické prejavy funkéného



postihnutia panvovych konéatin experimentélnych zvierat budeme hodnotit’ pomocou skore
podla Tarlova v $kéle (0-5).

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

(vzdialenym PerC a PostC) vyprovokujeme obranné mechanizmy v organizme, ktoré ochrénia
neurény pred letdlnou ischémiou a zéroves zachovaju ich funkénost. Stdastou projektu bude
zavedenie inovativne; metody, zameranej na aplikéciu aktivovanej plazmy donora (kralik) na
recipienta (kralik podrobeny ischémii abdomindlnej miechy).

Ak sa zisti vhodné terapeutické okno pre &asovn aplikaciu druhého stresu v mieche,
mdZe to prispiet k moZnosti spravneho nadasovania ich aplikdcie. Poznatky ziskané

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty:

kralik domaéci, novozélandsky biely, dospelé samce, 132 kusov (na 2 roky trvania
experimentu)

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratda v rameci vykonavania
projektu:

Pocas celého postupu bude monitorovany zdravotny stav zvierat. Chirurgicky zakrok
vysledkom, ktorého je vyvolanie ischémie miechy bude vykonany v celkovej anestéze,
analgetikd na zniZenie bolestivosti st suastou anestézy. Zdravotny stav zvierat a prejavy
bolestivosti budit monitorované po prebudeni z anestézy a podla potreby zvieratam budi
poddvané analgetikd pocas celej doby reperfizie (48 alebo 72 hodin) tak, aby bola
zabezpefend najniZ$ia miera bolestivosti. Pre zabrénenie moznej infekcie po operaénom
zasahu budu zvieratdam preventivne poddvané antibiotika pred chirurgickym z4sahom a pocas
reperfiiznej fazy.

V skupine zvierat po 20 minttovej ischémii odakévame tremor a zhorSenie hybnosti
panvovych konéatin. Tieto zvieratd budeme intenzivne monitorovat’ a sledovat, ¢&i prijimaju
potravu a tekutiny. Z doterajsich skiisenosti vieme, Ze zvieratd nestracaju apetit a dokdzy sa
presunit’ prednymi konéatinami ku krmivy a vode. V izolaéne; miestnosti, kde st zvieratd
uloZené v samostatnych klietkach sledujeme ¢&i zviera modi a m4 stolicu.

Predpokladana viroveti krutosti:
Podra klasifikacie krutosti postupov NV &. 377/2012

Kategéria krutosti - slab4 @)



Polas postupu na zvieratich budeme vykonévat’: intramuskuldrne podéavanie anestetik,
analgetik, antibiotik. Odber krvi vykondme z vena auricularis marginalis neinvazivnym
spdsobom pomocou kanyly v mnoZstve neprekracujicom 10% celkového objemu krvi podl'a
hmotnosti zvierata a intravendyne jednorazove podanie plazmy kanylou o objeme
primeranom pre velkost’ a druh zvierata . 16 hodin pred zakrokom bude kralikom odobrand
potrava.

Kategoéria krutosti stredni (2) - jednorazovy chirurgicky zdsah (20 minttova ischémia)
vykonany v celkovej anestézii a s primeranou analgéziou spojeny s pooperatnou bolest’ou,
utrpenim alebo zhor§enim celkového stayvu. Spbsob usmrcovania zvierat: predavkovanim
anestetikom (thiopental, i.v.)

Na zéklade uvedenych posudzovanych faktorov navrhujeme celkov klasifikéciu krutosti
postupov oznaéit’ ako ,,stredni®.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat: ,
(Zdbvodnenie pousitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemése pouZit’ alternativna
metoda bez pouzitia zvierat)

Vybrané stavy vyskytujice sa v klinickej medicine nie mozné inak, ako s pouZitim
experimentélnych zvierat verifikovar’, Vybrany experimentilny model sa snai do urdite;
miery simulovat’ zmeny, ktoré prebiehajui v nervovom tkanive nasledkom jeho pogkodenia. V
sucasnosti nie je moZné tento model inak verifikovat’ iba v experimentdlnom modeli. Iné
alternativne modely (bunkové kultiry) nie st vhodné, pretoZe nesimuluju priamo stav akymi
prebiehaji jednotlivé mechanizmy v Zivom organizme. Preto je pouzitie experimentalnych
zvierat nevyhnutné na opisanie novych mechanizmov vzniku ischemickej tolerancie neurénov
vyprovokovanej stresom aplikovanom pocas alebo po 20 minutovej ischémii v mieche
kralika.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zdovodnenie pouzitia urcendho poctu zvierat, akym spésobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, 7e sa pouzil minimdlny mozny pocet zvierar)

Z hladiska experimentdlneho vyskumu je nutné zabezpegit dostatoény podet
experimentélnych zvierat so snahou o redukciu chyb v priebehu spracovania vysledkov, ako
aj na zabezpedenie Statisticky spracovatelnych idajov. V nafom experimente skimame
histopatologické zmeny v sivej hmote miechy po ischémii a postkondicionovani (5 kusov
zvierat v rAmci kazdej skupiny), kde odobraty, zafixovany material bude spracovany pre tcely
svetelnej mikroskopie. CiePom négho projektu je aj odhalenie moznych mechanizmov téinku
postkondicionovania. Zameriame sa na sledovanie aktivity endogénnych antioxida¢nych
enzymov, ktoré je mozné dokézat len z &erstvo odobratého materiglu hned’ po ukondeni doby
reperfuzie (7 kusov zvierat v rdmci kaZdej skupiny). Redukcia poctu zvierat bola uskutoénens
uZ privytvoreni po&tu zvierat v skupinach. V ramci kazdej skupiny (histologicky



a biochemicky spracovanych) spolu ziskame Statisticky vyznamny stibor 12 ks zvierat aj pre
vyhodnotenie funk&nosti panvovych konéatin.

Navrhované experimenty a vysledky ziskané na modelovych zvieratach by mali byt
postadujuce a opakovana realizicia tych istych postupov je neoddvodnena.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit vyber pouzitych druhov zvierat, zdévodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spbsobu
ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby
sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Vyber druhu laboratérneho zvierata sa opiera o mnohé vedecké prace z odboru
experimentdlnej chirurgie, ktory detailne aplikuje poznatky o rozvoji a patogenéze zmien
prebiehajicich pri jednotlivych chorobnych stavoch. Simul4cia stavov z klinickej mediciny do
experimentalnych podmienok umoZiiuje skimanie protektivnych postupov aich zavddzanie
do praxe a tieZ h'adanie moZnych mechanizmov na zlepSenie stavu.

V postupe bude pouzity Novozélandsky kralik, ktory m4 metamérne usporiadanie ciev
odstupujtcich z aorty, &o zaruduje vznik takmer Uplnej ischémie lumbélnej &asti miechy. Iné
alternativne modely (bunkové kultiry) nie st vhodné, pretoZe nesimulujii priamo stav ako
V Zivom organizme.

Kraliky budu uloZené v individualnych klietkach s plosinou, ktord umoZituje zvieratdm
pohyb, prirodzenti moZnost’ tkrytu, ale aj vyskoku na ploginu. Klietky budu vybavené
krmitkom a napdjackou, zvierata maju pristup k vode a krmivu ad libitum. Poslednd davku
krmiva dostanii 16 hodin pred operaciou (slaby stuperi krutosti). Prostredie bude obohatené
hryzacimi drevenymi valdekmi s mo¥nostou prirodzeného hlodania a pohybom za valéekom.

Podas celej dizky trvania karanténnej fazy pre redukciu strachu a stresu pocas postupov
zavedieme kazdodenny handling,

Zvieratd nebudd zbyto&ne vystavované utrpeniu, chirurgicky zakrok vedici k navodeniu
ischémie miechy bude uskutoéneny v hlbokej anestéze. Celkova hlbokd anestéza pocas
chirurgického zdkroku bude navodena injekéne v kombindcii zoletil/xylazin (im.), pred
operaciou je preventivne podana diavka ATB cefalotin (i.m.). Antibiotikd budti podévané aj po
24 a 48 hodinach po operécii. Pred anestéziou bude kazdé zviera vySetrené a zhodnoti sa
jeho zdravotny stav. Podas stanovenej doby reperfuzie (48 alebo 72 hodin)budu zvieratd
monitorované a pri prejavoch bolestivosti im budd podévané analgetikd ( Tramal, im.).
PriebeZne budeme sledovat’ schopnost’ prijmu krmiva a vody. Z doteraj$ich sktisenosti vieme,
Ze aj zvieratd s poruchou hybnosti panvovych konéatin sa prestvaji ku kfmitku a napdjadlu
prednymi konéatinami. Zvieratd budi v neustalej starostlivosti zaskolenych pracovnikov. Pri
manipuldcii so zvieratami podas priebehu celého postupu bude dodrZiavand kazd4 z piatich
slobdd uvédzanych pri definicii welfare zvierat. Vo vetkych postupoch budeme poéas celej
doby reperfiizie kaZdodenne sledovat’ neurologicky status krilikov so zameranim na
pohyblivost’ panvovych kongatin. Neurologické prejavy funkéného postihnutia panvovych
konéatin experimentalnych zvierat budeme hodnotit pomocou skodre podla Tarlova v kile
(0-5). Na zdklade dosiahnutého skére podla Tarlova budeme zjemiiovat’ poskodenie. Miera
asistencie Cloveka zdvisi samozrejme od miery postihnutia zvierata.: 0- kompletna



paraplégia panvovych konéatin — v pripade, Ze krélik nie je schopny zmenit’ polohu sam,
budeme ho polohovat’ kazdych 8 aZ 9 hodin, a to striedavo na pravy i lavy bok. Starostlivost
o vyprazdiiovanie bude spocivat’ v kontrole moéenia a vyprazdiiovania. Ak nie je schopny sa
sam mocit’, umoZnime mu to naSou asistenciou. PriebeZne budeme sledovat’ schopnost’ prijmu
krmiva a vody. Z doterajsich skusenosti vieme, Ze aj zvierat4 s poruchou hybnosti panvovych
konCatin sa prestivaju ku kfmitku a napdjadlu prednymi kon&atinami. V &ase doznievania
anestézie, budd zvierata este pod vplyvom analgézie, zabréani sa tak pripadnej bolestivosti. Ak
zaznamendme  prejavy  bolesti, ako neprimerané vydavanie zvukov (pistanie,
kvilenie)zjemnime ich bolest’ a utrpenie primeranou analgéziou.1- postrehnutel’ny pohyb
panvovych koncatin- v pripade, Ze kralik nie je schopny zmenit’ polohu sam, budeme ho
polohovat’ kazdych 8 az 9 hodin, a to striedavo na pravy i Favy bok. Starostlivost’ o
vyprazdiiovanie bude spoéivat’ v kontrole modenia a vyprazdfiovania. Ak nie je schopny sa
sam moc¢it’, umoZnime mu to nafou asistenciou. PriebeZne budeme sledovat’ schopnost’ prijmu
krmiva a vody. Zvieratd stymto stavom hybnosti panvovych konéatin sa presuvaju ku
kimitku a napéjadlu samostatne. V &ase doznievania anestézie, budi zvieratd ete pod
vplyvom analgézie, zabrani sa tak pripadnej bolestivosti. Ak zaznamendme prejavy bolesti,
ako neprimerané vyddvanie zvukov (pistanie, kvilenie)zjemnime ich bolest a utrpenie
primeranou analgéziou. 2-  aktivny pohyb panvovych koncatin bez schopnosti
samostatného sedu- zvieratd s tymto stavom hybnosti panvovych kongatin sa presuvaja ku
kimitku a napdjadlu samostatne. Majti zvy&ajne problém udraf sa v sede, ale to im nebrani
v samostatnom modeni a vyprazdilovani. Ku kémitku a napdjadlu sa prestiivaju samostatne. V
Case doznievania anestézie, budi zvieratd efte pod vplyvom analgézie, zabrani sa tak
pripadnej bolestivosti. Ak zaznamename prejavy bolesti, ako neprimerané vydavanie zvukov
(piSt'anie, kvilenie)'zjemnime ich bolest’ a utrpenie primeranou analgéziou., 3- schopnost’
samostatného sedu, bez schopnosti skakat’ — zvieratd si zvy&ajne pohyblivé a aktivne, nie
su vSak schopné skoku. Ku kimitku a napé&jadlu sa prestvajii samostane. Nemaju problém
s vyprazdfiovanim a ani modenim. Ak zaznamenime prejavy bolesti, ako neprimerané
vydévanie zvukov (pi$tanie, kvilenie) zjemnime ich bolest’ a utrpenie primeranou analgéziou.
V' 4- ndznak skoku- zvieratd su pohyblivé a schopné aktivneho skoku. Ku kimitku a
napdjadlu sa presivaju samostatne. Nemaju problém s vyprazdiiovanim a ani mogenim. Ak
zaznamendme prejavy bolesti, ako neprimerané vydavanie zvukov (piStanie,
kvilenie)'zjemnime ich bolest’ a utrpenie primeranou analgéziou, 5- kompletna motoricka
funkénost’ panvovych konéatin- nepredpokladdme problémy s prijmom potravy a vody. Ak
zaznamename prejavy bolesti podas pooperalnej starostlivosti, napr. neprimerané vydavanie
zvukov (piStanie, kvilenie),zjemnime ich bolest’ a utrpenie primeranou analgéziou. V naSich
vietkych postupoch predpokladdme Tarlovo skére od 3-5. Pogas celej diZky trvania prislusne;j
reperfuznej fazy pre redukciu strachu a stresu budeme pokradovat v opatrnom kazdodennom
handlingu, Aplikdciou anestettk a analgetik v predoperanom, operatnom ako aj v
pooperaénom obdobi, chceme v najvy3Sej miere redukovat stres a utrpenie zvierat.
Zvieratim budd preventivne aplikované aj antibiotikd. Zvieratda buda pod kontrolou
' veterindrneho lekara podas celého postupu.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu:  4no  nie
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Netechnické zhrnutie projekiu

Nazov projektu:

Interakcia metabolickych faktorov a neurogénnej signalizacie pri experimentalnych modeloch
depresie

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: %¥///4¥ *224

Kfac¢ove slova:
depresia, mozgovy neurotroficky faktor, oxid dusnaty, nuklearny faktor kappa B, vysokotukova diéta

Uéel projektu:
Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Metabolické ochorenia, akymi su diabetes a obezita, su bezne sprevadzané neurologickymi
a psychiatrickymi ochoreniami. Najnovsie vedecké &tidie naznacuju, Ze bunkové metabolicke faktory
ovplyviiuju neurogenézu a majli modula&né udinky na neurodegenerativne poruchy a zavazné
psychiatrické ochorenia, vratane depresie. BDNF, mozgovy neurotroficky faktor, sa ukazuje ako
kfticovy protein, ktory by mohol objasnit' sivislost medzi metabolickymi a psychiatrickymi ochoreniami,
kedZe hra vyznamnu tlohu ako vo vyvine mozgu a reguiacii synaptického prenosu, tak aj v regulacii
energetického metabolizmu a kontrole prijmu potravy. Nagim cielom je sledovat Gcinky podavania
vysokotukovej diéty na rozvoj ochorenia u dvoch experimentalnych modelov depresie. Budeme tiez
skumat, &i je mozné navodené neurobiologické, behavioralne a biochemické zmeny pozitivne
ovplyvnit: podavanim agonistu TrkB receptorov, 7,8-dihydroxyflavonu, kedze boli dokazané nizke
hladiny BDNF u pacientov s depresiou. Vysledky tohto projektu prispeju k objasfiovaniu patogenézy
depresie a odhalia nové terapeutické moznosti.

Prinos z vykonaného projektu:

V projekte prinesieme nové poznatky o tom, ako moézu vzajomne interagovat’ metabolické faktory
(drahy) a neurogénna signalizacia a prejavit sa vo vyslednom fenotype ochorenia. Zameriame sa
predovSetkym na tlohu BDNF, NO (oxid dusnaty) a TLR4/NF-kappa B. Kedze NFkB je transkripcny
factor, ktory reguluje transkripciu mnohych génov, vratane génov pre BDNF a nNOS (neuronalna NO
syntdza), v projekte objasnime jeho Ulohu v patofyzioldgii depresivnej poruchy nepriaznivo
ovplyvnenej podavanim vysokotukovej diéty (HFD). Zistime, & méze podavanie HFD negativne
ovplyvnit' nielen metabolické parametre (premenné), ale aj ako moze zasiahnut do rozvoja depresie.
Vplyv podavania HFD budeme sledovat u dvoch animalnych modelov depresie. Pouzijeme model
depresie vyvolanej vplyvom prostredia (dospelé potkany chované v socialnej izolacii) a geneticky
model depresie (FSL, Flinders sensitive line potkany). Napriek tomu, Ze niektoré $tudie poukazuju na
zhorsenie depresivneho spravania po HFD u FSL, nasou snahou je objasnit’ Ulohu BDNF, NO a
TLR4/NF-kB a porovnat ovplyvnenie tychto signalnych drah u genetického modelu s modelom
depresie vyvolane]j vplyvom prostredia. Ide preto o originalny a inovativny pristup. Tento pristup je
umocneny komplexnou analyzou na Urovni molekulovej biologie, biochémie a na Urovni
behavioralnych zmien. V projekte overime hypotézu, &i neurobiologické a behavioralne zmeny
navodené podavanim HFD u animélnych modelov depresie priaznivo ovplyvn{ podavanie 7,8-
dihydroxyflavénu, agonistu TrkB receptora. V neposlednom rade, porovnanie U¢inkov podavania HFD
spolu s 7,8-DHF u dvoch odlidnych modelov depresie prinesie dalie nové zistenia. Vysledky tohto
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projektu prispeju k objasfiovaniu etiopatogenézy depresie a ukazu do akej miery mozu metabolické
faktory zasiahnut' do rozvoja ochorenia a tiez mozu odhalit nové terapeutické moznosti.

Pocet a druh zvierat;

Potkan laboratory (Rattus norvegicus):

- potkan Sprague-Dawley, samec - 96 ks
- potkan FSL (Flinders sensitive line) a kontroly (Flinders resistant line, FRL), samec - 96 ks

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

V projekte sa planuje pouzit animalny model depresie zalozeny na chove potkanov v sociainej izolacii.
Nakolko st potkany socidlne Zijlce zvieratd, predpokladame nepriaznivy vplyv na dané zvierata, ktora
je v8ak pre tento model nevyhnutna, pretoZe je samotnou podstatou a zmyslom modelu psychickej
poruchy. V jednotlivych postupoch budu zvierata farmakologicky ovplyvnené. Péjde o opakované i.p.
podavanie farmak. V projekte sa taktieZ planuje vystavenie zvierat behaviorainym testom (spravanie v
otvorenom poli, spravanie vo vyvy$enom plusovom bludisku, test rozpoznavania nového objektu a test
nuteného plavania), kde najma test nateného plavania predstavuje stresovy podnet.

Predpokladana troven krutosti:
Stredna.

Stcastou projektu je chov potkanov v giastoénej izolacii. V izolovanom chove bude zviera v klietke
osamote pricom bude mat’ mozZnost' vidiet, pocut a citit ostatné potkany v miestnosti, zabranené bude
iba fyzickému kontaktu medzi zvieratami — stredna krutost. Behaviorédlne testovanie je spojné so
situaciami diskomfortu a zahffia vyvolévanie vyhybavych reakcii v podmienkach, v ktorych sa zviera
podnetu nemdze vyhnut. Tento postup sa klasifikuje ako stredne kruty.

Uplathovanie zasad 3R:

-1. Zésada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V biomedicinskom vyskume, rovnako teda aj vyskume depresie, je zatial pouzitie laboratdrneho
potkana nevyhnutné a nenahraditelné. Jedna sa o experiment, v ktorom bude chronicky podavana
vysokotukova diéta ako aj liecivo, preto pre dosiahnutie nami vytyéenych cielov nemame int moznost
ako pouzit' laboratornych potkanov. Zatial neexistuje Ziadna alternativna metdda, ktora by dostatoéne
nahradila komplexné podmienky v in vivo modeloch. Dokumentuje to tiez Priloha IV. (Doklad o
overovan({ v registroch medzinarodne overenych a uznavanych alternativnych metod).

2. Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

V planovanom experimente sa zabezpeti ¢o najnizsi pocet experimentéinych zvierat tak, aby bol
experiment &tatisticky vyhodnotitelny a zavery vseobecne prijatelné. Zvieratam sa odoberie
maximalne mnozstvo vzoriek na sledovanie dalsich biochemickych a molekularnych parametrov. Ak
to bude mozneé, zabezped! sa aj spolupraca medzi laboratériami (ako v ramci UNPF SAV tak aj s
ostatnymi ustavmi), aby sa v ramci experimentov jednotlivych laboratérii dalo pouZit o najvacsie
mnoZstvo spoloénych experimentalnych zvierat.

3. Z&sada zjemnenia (refinement)

Potkany potas experimentu bud( prezivat mierny stres, hlavne pri opakovanom i.p. podavani farmak,
ktory budeme minimalizovat' etrnym zaobchadzanim a obohatenim prostredia predmetmi na hru
a ohryzovanie. Po ukonéeni chronického experimentu, budd potkany humanne utratené. Usmrtenie
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bude prebiehat bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii. Najskér sa vystavia pdsobeniu oxidu
uhli¢itého v uzavretej nadobe az do straty vedomia. V hlbokom bezvedomi budi nasledne

dekapitované, nechaju sa vykrvacat a po otvoreni hrudnej a brugnej dutiny budu odobraté prislusné
organy.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu:
Nie.
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: 3F26 / 1Y -22./]

Vyvoj testu na monitorovanie ucinnosti vakciny-potency assay

Podrobny ficel postupu:

_ Alzheimerova choroba je neurodegenerativne ochorenie, ktorym trpi okolo 24 milidénov
Pudi a kazdy rok sa toto Cislo zvac¥ o 4,5 milidona novych pripadov. Podl'a predpokladov pocet
pacientov do roku 2040 stipne celosvetovo v priemere o 200 percent. Stiéasné lieebné postupy
spodivaji najmi v symptomatickej a podpornej terapii avSak terapia kauzalna zatial’ neexistuje.

Projekt je zamerany na vyvoj testu (tzv. potency assay), ktory bude monitorovat’ integritu
(konzistentnost’, stabilitu, kvalitu) a G¢innost’ (imunogenicitu) produkovanej peptidovej vakciny
urene] na klinické testovanie. Peptidovd vakeina pozostdva z kritkeho syntetického peptidu
a nosi¢a. Podl'a nariadeni regulaénych organov EU (EU: Directive 75/318/EEC as amended, jul
1996; ICH: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: STABILITY TESTING OF
BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS (QS5C), potency assay monitorujica
kompaktnost’ vakciny musi byt schopna odrdZat’ aj minimélne po$kodenie vakciny, tj. zniZend
ucinnost’ (imunogenicitu). Z tohto ddvodu budeme na jednej strane testovat’ rdzne nizke davky
vakeiny (dpg/mys, 2ug/mys, 1pg/mys), ktoré budu simulovat’ mozné poskodenie vakciny. Na
druhej strane budeme analyzovat' vplyv cieleného ,arteficidlneho” poskodenia vakciny (napr.
tepelne opracovane] vakeiny, mechanicky narudenej vakciny) na vyvoj hladin protilatok. Tieto
experimentalne vakciny budeme porovnévat’ s kontrolnou vakeinou (interny $tandard). Ako interny
Standard ndm bude sluZit’ konjugat (j. peptid naviazany na nosié, ktory bude skladovany pri teplote
-80°C).

Test bude zaloZeny na imunizacii my$i jednak réznymi davkami vakciny a jednak cielene
poSkodenymi vakcinami a na analyze kinetiky tvorby protilatok. Po podani jednej davky vakciny
budeme experimentdlnym zvieratdm v dvojtyzdiiovych intervaloch (tj. 2, 4 a 6 tyZdilov po podani
vakciny) odoberat’ krv a sledovat’ hladiny indukovanych protilatok.

Projekt prebehne v &iastkovych experimentoch: 50 experimentov, 10 zvierat v experimente.
Celkom bude pouzitych 500 mysi C57 (samice) vo veku pribliZne 6 tyzdiiov. Po vstupnej karanténe
a veterinarnom vySetreni budu zvierata preradené do prislu§ného experimentu.

e Vdei 1 sakazdej mySke v experimente aplikuje testovany imunogén subkutdnnou injekciou

v dévke 300 pl.

e Vdeni 14, 28, 42 sa odoberie krv z retroorbitalneho plexu v objeme asi 100-150 ul. Celkovy

objem odobratej krvi od kazdého zvierat'a neprekraduje stanovené normy.

e Nisledne budt zvierata z experimentu vyradené a humanne usmrtené v stilade so zakonom

anestézia a dislokécia krénych stavcov.
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Testované Intaktna vakecina Teplo (-20°C) Ultrazvuk Pocet Stupen
davky vakciny zvierat krutosti
spolu
4ug/mys 4x10- test. vakcina 4%10- test. vakcina 4x10- test. vakcina 120 slaba ai
1x10- kontr. vakcina 1x10- kontr. vakcina 1x10- kontr. vakcina 30 stredna
2ug/mys 4x10- test. vakcina 4%10- test. vakcina 4x10- test. vakcina 120 slaba aZz
1x10- kontr. vakcina 1x10- kontr. vakcina 1x10- kontr. vakcina 30 stredna
lug/mys 4x10- test. vakcina 4x10- test. vakcina 4x10- test, vakcina 120 slaba aZ
1x10- kontr. vakcina 1x10- kontr, vakcina 1x10- kontr. vakcina 30 stredna
Optim. davka/vs Ax10- test. vakcina 40 slaba az
poskodenie 1x10- kontr. vakcina 10 stredna
{opakovatelnost)

Kontrolng vakcina= interny $tandard-konjugat peptidu na nosidi

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse
Prestudovali sme vietky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoznili v danom experimente
nahradit’ zvieratd za iny biologicky testovaci systém. Ked'Ze kvalitu vakciny (jej biologicku
aktivitu) najkomplexnej$ie odraZa jej schopnost’ indukovat’ imunitnti odpoved’, na monitorovanie
konzistentnosti a efektivnosti vakciny je nevyhnutné pouZit' imunitny systém zvierat. Pokusy st
navthnuté v silade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pricu s
laboratornymi zvieratami.

Manipuldcia so zvieratami:

_Charakteristika ‘f ,~
postupu .

-

Vplyv na zviera

Kratkodoba fixacia
a subkutdanna injekcia
jedna davka

Standardnd metdda. Zviera sa fixuje za koZnt riasu na krku.
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou a obmedzenim
pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 1 minttu.

Stav zvierat po
aplikacii

Zvieratd moézu byt mierne stresovane v désledku aplikécie
subkutdnnej injekeie. Ked'Ze sa budd aplikovat’ nizke davky
vakeiny, nepredpokladame nepriaznivy vplyv. Bolest slaba.

Odber krvi

(3x v dvojtyzdiiovych
intervaloch)
(retroorbitalny plexus)

Standardné metéda. Zviera sa fixuje za koZnt riasu na krku. Podd sa
anestézia na utlmenie bolesti. V okamihu ako je zviera sedované sa
sklenend kapilara jemne zasunie pod oént gul'u a kriZivym pohybom
sa mierne narusi retroorbitdlny plexus. Kratkodoby mierny stres

spdsobeny manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ strednd.
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Trvanie 1 minatu.

Stav zvierat pocas Zvieratdm sa bude aplikovat’ jednordzovo nizka davka vakeiny
obdobia prezivania (dpg/my# alebo nizdia davka). Vzhl'adom na uvedent skuto¢nost

nepredpokladdme nepriaznivé Géinky. Odber z ofného splavu sa
vykonava v seddcii a opakuje sa v 2 tyZdilovych intervaloch, o by
mala byt dostatoéne dlha doba na regenerdcin a zotavenie zvierat.
Navrhujeme krutost’ slabu aZ strednu.

Usmrtenie v anestézie Standardnd metéda. Cervikalna dislokdcia sa vykona v anestézii.
dislokédciou krénych Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekind
stavcov

Zohladnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budu dodrZiavat interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat humanne a nebude sa im vyvijat prebytoény stres. Niekolko nezavislych Stadii
preukézalo, Ze stres vyznamne modifikuje imunitn odpoved, ¢o je v pripade nasho experimentu
neziaduce. Starostlivost zabezpeduje jedna osoba, na ktort si zvieratd zvykli. Zvierata si chované
v podte 5 zvierat na chovnii nadobu, aby sme zabezpetili socidlne interakcie medzi zvieratami.
Zvieratd st chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam. Odber
krvi sa vykonava v giastkovej anestézii, aby sme utlmili bolest’ spdsobentt odberom krvi.

Pri spozorovani neziadicich Gi¢inkov (triaska, apatia, ...), zviera oddelime a klietku umiestnime na
vyhrevnt podlo¥ku az do zotavenia. V pripade vytvorenia rén v mieste vpichu ranu oSetrime
pripravkom Betadine a v nasledujicich diioch pozorujeme. V pripade vyskytu neotakavanych
mokvajicich ran, miesto vpichu oetrime dermalnou mastou Kalcium Panthotenicum a izolujeme,
aby sme zabranili d’alsiemu poraneniu zvierat'a ostatnynii zvieratami.

Redukeia:
Stanoveny po&et zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$iej moznej miere a zdroveil zabezpedujici
Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie:

Stigasnd urovell vedeckého poznania neumoZiiuje sledovat’ integritu (konzistentnost, stabilitu,
kvalitu) a Géinnost’ (imunogenicitu) vakeiny v in vitro podmienkach. Po imunizdcii sa sleduje
celkova hladina vakcinou indukovanych protilatok. Z legislativneho hl'adiska nie je mozné dany
experiment vykonavat’ na humannych pacientoch.

Z4sada nahraditel’nosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metédy sme pouzili nasledovné registre medzinirodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NICEATM-ICCVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme
nenagli Ziadnu alternativou metddu, ktord by sme mohli pouZit' vo svojom projekte, aby sme
nemuseli vykonavat’ experimenty na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudil vystavené nadmernému ulrpeniu. Zo skusenosti z nasich
predchadzajticich projektov neotakdvame vyrazné nepriaznivé ucinky na zvieratd. U niektorych
zvierat viak moze v kratkom éase po vpichu objavit’ micrna apatia v ddsledku stresu z aplikacie
subkutdnnej injelcie, ktora odznie v nasledujlcich hodindch. Subkutinna aplikdcia trva nielolko
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wrohy o

voll leste (poleney  assay) na monior

na lerapid,
omplexnost,

civityy wvakeiny  pre pacientov trpia

Zadiatok pokusu je planovany na 1.11.2017 a bude sa realizovat’ do 31.12.2019,
Zvierata nebuda vystavené opdtovnému pouZitiu.

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

Nazov projektu: Uloha protilatok $pecifickych vo&i PB1-F2 proteinu poéas chripkovej infekcie in

vivo (1 B4 =224
KPiéové sleva: virus chripky, PB1-F2 protein, monoklonové protilatky, pasivna imunizacia
Uéel projektu: Zakladny vyskum

Ciel’ projektu: Ciel'om projektu je zistit’ funkciu a doposial’ nepopisany vplyv protilatok voéi C-
koncovej ¢asti PB1-F2 na infekciu IAV. Vysledok by mohol rozsirit’ vyber t€innych latok v boji
proti pandemickym chripkovym virusom. Dal§im ciefom je prispiet k poznaniu molekuldrneho
mechanizmu internalizacie PB1-F2 v pritomnosti $pecifickych anti-PB1-F2 protilatok in vitro a
porozumiet’ tak jeho vplyvu v patogenetickom procese chripkovej infekcie.

Prinos projektu: V predkladanom projekte sa zameriame na vplyv monoklonovej protilatky
Specifickej pre C-terminalnu ¢ast’ PB1-F2 proteinu AV na infekciu virusom chripky typu A.
Prinesieme tak originalne vysledky v tejto oblasti. Tento projekt nadvézuje na predchadzajice prace
nasho kolektivu. Prispejeme k poznatkom o mechanizme internalizacie PB1-F2 v pritomnosti
§pecifickych monoklonovych protilatok voéi PB1-F2. Vplyv monoklonovych protilatok na priebeh
infekcie na bunkovej urovni budeme sledovat’ prostrednictvom virusu chripky exprimujiceho
fluorescenény protein. Ziskané vysledky prinesii celosvetovo originalne poznatky, ktoré budu
znamenat’ prinos nielen z hl'adiska teoretického, ale aj v aplikacnej oblasti. Nadobudnuté poznatky
umoZnia zlepsit’ a spresnit’ predikciu patogenity v pripade hroziacej chripkovej pandémie v 'udske;j
populdcii a rozsirit' protivirusovii terapiu na subpopuldciu biologicky aktivnych virusovych
proteinov.

Pocet a druh pouzitych zvierat: V projektoch sa ako modelovy druh pouZiva my$ laboratdrna.
Maximalny pocet zvierat, ktoré sa v pokusoch pouzijii za 4 roky je 1500 ks Balb/c, 500 ks C57BL/6
mySsi (samicky) a 30 ks moréa domace. PouZitie dvoch kmeiiov mysi je zdévodneny tym, Ze na
identifikaciu cytotoxicity vo¢i PB1-F2 si C57BL/6 mySi vzhladom na svoj MHC haplotyp
vhodnejsim modelom ako Balb/c mysi. V udajoch o planovanych poctoch zvierat je zahrnuty aj
pocet potrebny pre opakovanie niektorych pokusov. Zdanlivo velky pocet mysi je planovany na 4
roky. Opakovania pokusov sa viak obmedzia na nevyhnutné minimum a budi sluzit” vyluéne pre
overenie spornych vysledkov a objektivne $tatistické vyhodnotenia experimentov.

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

Pocas sledovaného obdobia nebude branené zvieratdm v prirodzenom spravani. Budd dodrzané
Standardy chovu, umiestnenia a starostlivosti. Zvieratdm bude poskytovana vSeobecna veterinarna
starostlivost’. V priebehu experimentu bud mat’ zvieratd volny pristup k vode a krmivu. V pripade
zhor$enia stavu zvierat po€as experimentu, budl z pokusu zvierata vyradené a humanne usmrtené
podanim vysokej davky anestetika. Po¢as imuniza¢nych postupov budi mysi narkotizované, aby sa
im zniZil stres a bolest. Pri priprave monoklonovych protildtok budii mys$i humanne usmrtené



v celkovej anestéze po podani anestetika tiletamin/zolazepam alebo tiopental dislokaciou krénych
stavcov. Pri protektivnej $tadii s monoklonovymi protilatkami budd mySi imunizované
intraperitonealne a 2 hodiny po podani monoklonovej protilatky budi myS$i narkotizované a
infikované virusom PR8, kde budeme sledovat’ zmenu hmotnosti a prezivanie, ak mySi dosiahnu
stratu  25% hmotnosti, budd humanne usmrtené v celkovej anestéze po podani anestetika
tiletamin/zolazepam alebo tiopental dislokaciou krénych stavcov. Imunizaéné schémy mySiam
nespdsobuji diskomfort, injekéné podanie antigénu spdsobi kratkodoby mierny stres. Pri infekeii
virusom mozeme u mysi sledovat’ Ubytok hmotnosti, apatickost, zjezenie srsti. Podobne aj pri
koinfekcii mysi virusom chripky a bioluminiscentnej baktérie. Pri stanoveni LDsy sa nepriaznivy
aéinok prejavi thynom zvierata.

Predpokladana aroven krutosti:
Vychadzajic z klasifikacie krutosti postupov je mozné zaradit’ ich do kategorie kruté.

Klasifikacia krutosti postupov

zakrok krutost’

vazenie (pocas infekcie raz denne) slaba

intraperitonedlna  imunizacia (opakované | stredna

podanie)

odber krvi v celkovej anestézii (my$i a morca | slaba

domace)

In vivo imaging v celkovej anestézii slaba

infekcia mysi slaba

stanovenie LDsg slaba-kruta (v zavislosti od davky virusu)
celkova klasifikacia kruta

Sulad s poziadavkami ,,3R*

Laboratdérne zvierata budi pocas celého pokusu chované za Standardnych podmienok podla platnej
normy EU, pricom sa budt respektovat’ zékladné etické principy poZadované pri zaobchadzani
s pokusnymi zvieratami. V stlade s 3Rs zdsadami sa pocas celého pokusu budii dodrzovat’ postupy
maximéalne zjemrtiujice pokus. Pre laboratorne mysi budi pocas pokusov vytvorené dobré Zivotné
podmienky, obmedzi sa ich bolest’, utrpenie, ako aj pripadna trvala ujma na minimum. Nakol'ko sa
krv z morského prasiatka v narkéze ziskava odobranim zo srdca a odobert sa 2 ml krvi, zviera
preZiva anejavi znamky diskomfortu.

Nahradenie

Hlodavce v tomto $tddiu experimentov nie je mozné nahradit’ bunkovymi kultlrami, ani niZ§im
druhom Zivoéichov, experimentom na zvieratach predchadzaju studie v in vitro podmienkach.
Odozva organizmu na imunizaciu a infekciu virusom chripky, najmd ak sa sleduje imunitna
odpoved’ je komplexny proces, na ktorom sa podiela vel'a faktorov a prave preto sa v tomto pripade
neda in vivo nahradit’ bunkovymi kultirami. Moréa domace potrebujeme ako zdroj erytrocytov,



pomocou ktorych sa stanovuje hemaglutinaény titer virusu chripky ako aj pritomnost’ virusu chripky
vo vzorke. Na hemaglutina¢né titre je mozné pouzit’ kohitie erytrocyty, ale v si¢asnosti nemame na
naSom ustave podmienky pre chov kohuta. Podl'a zoznamu registra alternativnych metéd z European
Centre for the Validation of Alternative Methods, priprava monoklonovych protilatok, sledovanie
protektivneho Géinku podanych protilatok ako aj analyza patogenézy infekcie sposobenej virusmi a
baktériami nie je mozna bez modelového systému a je nevyhnutné pouZit’ vhodny zvieraci model. V
tomto pripade je moZné pouZzit’ myS. Vzhl'adom na nevyhnutnost’ pouzitia laboratérnych zvierat sa v
projekte sleduje a uplatiiuje najnovSia legislativa v stvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na
vedecke ucely 2010/63, Zbierka zakonov ¢. 377/2012 a Vyhlaska 436.

Obmedzenie:

Na zaklade naSich skisenosti z predchadzajlicich projektov, Udajov z vedeckej literatry a nasich in
vitro §tadii sme schopni odhadnat’ zakladné davkovanie. Podet zvierat v skupinich je
minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky Sstatisticky vyhodnotené. Ak ziskame
Statisticky signifikantné data z mensieho poctu zvierat, nebude potrebné pouzit’ celkovy planovany
pocet. Pouzitie dvoch kmeniov mysSi je zdovodneny tym, Ze na identifikaciu cytotoxicity vo¢i PB1-
F2 st C57BL/6 mys$i vzhl'adom na svoj MHC haplotyp vhodnej$im modelom ako Balb/c mysi.

V udajoch o planovanych poétoch zvierat je zahrnuty aj pocet potrebny pre opakovanie niektorych
pokusov. Zdanlivo velky pocet mysi je planovany na 4 roky. Opakovania pokusov sa v8ak
obmedzia na nevyhnutné minimum a budd slizit’ vyluéne pre overenie spornych vysledkov a
objektivne Statistické vyhodnotenia experimentov.

Zjemnenie:

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratam podany pripravok na zniZenie bolesti (xylazin
v koncentracii 5/10 mg/kg, ketoprofen v koncentracii 2-5 mg/kg).

Zvierata budi drzané v skupinach umoziujicich prirodzené socialne spravanie so stilym prisunom
potravy, pitnej vody a budi mat’ vicSie mnozstvo podstielky a iného materialu na stavbu ukrytov.
Mame vypracované postupy, ktoré minimalizuji traumatizaciu zvierat pocas injekénych aplikacii.
Na projekte sa budil podielat’ len skuseni pracovnici vyskoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.
Zvierata s vazne zhorSenym zdravotnym stavom (ak strata hmotnosti bude 25%, zjeZenie srsti, strata
pohyblivosti) budi eutanazované.

Kazdodennt starostlivost’ o zvieratd v pokusoch bude vykonavat' $koleny persondl - pracovnici
uzivatel'ského zariadenia.

Spiitné posiidenie projektu:
Ano, do troch mesiacov po ukonéeni projektu (do 31.3.2021)
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Y s
Ndzov projektu: Stanovenie ucinnosti Immodiny - E-rozetovy test — 54 4 G '7’7L 2 //

Ciel’ projektu pokusu, predpokladand ujma a prinosy:

Spravne fungovanie jednotlivych zloziek imunitného systému u I'udi je predpokladom vicsej
odolnosti voé¢i onkologickym, infekénym, alergickym a d’al§im ochoreniam, kiorych poget
narastd. Imunitny systém je tvoreny bunkovou zlozkou a velkym poctom bunkamji
produkovanych medidtorov, ktoré regulujit imunitné reakcie pri kazdom zo spominanych
skupin ochoreni Specificky. Pri poskodeni niektorej zlozky je narusena celkova homeostaza
imunitného systému, priom tato imunologickd supresia méze viest k vzniku vaznych
ochoreni. Poddvanie vhodného imunomodula¢ného pripravku méze preto vyznamne pozitivne
ovplyvnit’ celkovy vysledok liecby pacientov u ktorych je zistend zniZena funkcia imunitného

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

homogenat leukocytov (DHL) periférnej krvi zdravych jedincov, kiory obsahuje
nizkomolekulové latky s velkostou do 10 kDa. -
Azathioprin je chemicka latka (purinovy analég) pouZivani na antigénovo-nedpecificku
imunosupresiu u Pudi ato hlavne pri ochoreniach ako st autoimtnne ochorenia
a transplantécie orgdnov. Jeho mechanizmus ucinku na vietky proliferujice bunky, teda aj
imunitné bunky, (napr. T a B lymfocyty) je inhibicia enzymu, ktory je potrebny pre syntézu
DNA.

Ciel'om projektu je stanovif rozsah imunostimulaéného G&inku Immodinu (Transfer faktora)
umor€iat po supresii vyvolanej latkou Azathioprin. gpeciﬁck)'fm cielom bude zistit
stimulaény uéinok Immodinu (Transfer faktora) na proliferaciu T- lymfocytov. E-rozety 7z
krvi sa budi vyhodnocovat pomocou  fluorescenéne;j mikroskopie pred aplikaciou
imunosupresiva, po aplikdcii imunosupresiva a po aplikacii imunomoduldtora. Odoberie sa 2
ml krvi kardialnou punkciou do heparinu. Po navrstveni odobratej krvi na separa¢nu zmes sa
po gradiendnej centrifugdcii oddelia lymfocyty od erytrocytov a d'alsich leukoeytov. Po
pridani premytych kraligich erytrocytov k moréacim lymfocytom v pomere 1:1 objemovych
Jednotiek sa zaémi po kratkej dobe vytvérat E-rozety (naviazane kralicie erytrocyty ma
morc¢acich T-lymfocytoch). Po ofarbeni sa mikroskopicky stanovuje pocet takto vytvorenych

E-roziet,



Predpokladani ujma a prinosy

Pocas experimentu a pocas podavania |
zvieratami. Neo&akava sa riziko bolesti anj utrpenti

stavu a ant nedpecificky tthyn vplyvom imunosupresivnej latky Imur

Zvieratd budt mat’ standardné umiestnenie, potravu a starostlivost.

S

Projekt ¢.

Priloha &. 3, 2/3

atok sa zabezpedi jemné zaobchadzanie a manipulacia so
a. Nepredpoklada sa vyrazné zhordenio zdravotného

an, ani pripravku IMMODIN.

stavcov v anestéze

vyblokovand znecitlivenim

Charakteristika postupu _ Vplyy na zviera Zaradenie podPa krutosti 7
Vazenie zvicrat Kratkodoby mierny stres slabé
Kratka fixacia pri aplikacii Kratkodoby mierny stres slabé
Jednorazova sic aplikacia Kratkodobé obmedzenie, bolest’ slabé
IMMODINU slaba
Kratkodobé obmedzenie, bolest
slaba, mierne podrazdenie
Jednordzovd p.o. aplik4cia pazeraka, vyssia predispozicia slabé
Aratioprinu na virusove, hubové a
bakteridlne infekcie vplyvom
imunosupresie
Kratka fixdcida a i.m. podavania | Kritkodobé obmedzenie, bolest’ slabé
aiestetika slaba
Kratkodobé obmedzenie, bolest
Opakovany odber kryi . “s]'aba gvybyol‘o‘”?'.‘a o edng
kardidlnou punkciou v anestézii LJlG%l’EllVGan) P OtG}lLlOHdlﬂC Stredte
riziko zlyhania srdca po
) opakovanom vpichu ihly )
Usmrtenie dislokaciou krénych Kratka fixacia, bolest’ slabé

Predpokladana droveii krutosti: stredns

Humane endpoint nastane Vv pripade ' zhor$eného zdr

avotneho  stavu  zvierat . s prejavmi bolesti,

pripadne tbytku hmotnosti o viac ako 15% u viac ako 3 zvierat v skupine. Postup bude ukonéeny

a pod dohl'adom zmluvného veterinirneho lekara zvieratd usmrtené.

Ziskany prinos z tohto postupu bude d’aleko prevysov

at” pripadnt ujmu u pouzitych zvierat.

Pouzivanie zvierat v imunologickych skugkach Je nevyhnutné 7z dévodu velmi komplexnej reakcie

imunitného systému a nedé sa nahradit’ in vilro testami na bunkovych Iniach.

zvieratach  umozni stanovit’

imunologickn

s imunodeficientnymi.stavmi, pre ktorych je pripravok uréeny,

Pocet a druh pokusnych zvierat

Mor¢a doméce kmena TRIK/ Dunkin Hartley,

pripravku

- Kralik domdci, Hill, bez rozdielu pohlavia 1

Skiska uskutoénens na

ucinnost, ktora. by sa mala prejavit’ u pacientoy

bez rozdielu pohlavia, 10 ks na 1 Sarsu testovaného

ks na celti dobu trvania projektu.
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Preukdzanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia

Stanoveny pocet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatoéného
poctu vzoriek pre validné $tatistické vyhodnotenie vysledkov. Tento test ucinnosti vychédza
plne zo §tatnou autoritou schvélene; registraénej dokumenticie pripravku IMMODIN. Tento
pripravok je uréeny pre pacientov s rdznymi drulimi imunodeficientnych ochoreni, u ktorych
sa ocakava imunorestauraény 1iéinok anormalizdcia imunitnej odpovede. Pri overenf
komplexného t¢inky pripravku je nutna cirkuldcia (lymfatickd, krvna) a interakeie s mnohymi
zloZkami imunity, ¢o sa neds simulovat’ v podmienkach in vitro. Z tohto dévodu nie je
mozné nahradit’ pokus na zvieratdch in vitro testami na bunkovych linidch. So zvieratami

budu zaobchadzat’ zagkolené osoby s dlhoroénymi praktickymi skusenostami.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie:
Test na zvieratach sa nedg nahradit’ alternativnymi metodami i virro z dévodu potreby
reakcie Zivého organizmu na podanie latok a moznou reakciou v mieste podania, ako aj

systémové pdsobenie.

2. Obmedzenie:
Pouzivanie zvierat je stale potrebné na ochranu zdravia l'udi, z pohladu testovania

bezpecnosti, neskodnosti a kvality liekov.

Statistické hodnotenie validity postupu si vyZaduje reprezentativny stbor zvierat (uvedeny
vyssie). Znizovanie poétu zvierat sa moZe prejavit negativnym vplyvom na

reprodukovatelnost’ vysledkoy a validitu postupu.

3. Zjemnenie:

Zasada zjemnenia bude dodrziavand v plnej miere odo dia dodavky zvierat do zvieratnika.
Pocas karantény prejdit zvieratd procesom handlingu. Pri Standardnej dennej Jemnej
manipuldcii si zvykna na pritomnost’ ¢loveka a na bené denne procediry /¢istenie, kimenie,
napdjanie, kontrola zdravotného stavu). Zvieratd budu chované v Standardnych podmienkach,
ktoré nevyvolavaji stres. Moréatd v postupe budu ustajnené v oznacenych umelohmotnych
nadobédch v monitorovanom a klimatizovanom prostred s teplotou (22 + 2) °C a relativnou
vihkostou (45 - 65) %, Pocas postupu budu mat’ moréats prirodzeny svetelny rezim. Cistenic

nadob a okolitého priestoru sa bude vykondvat' raz za tyZden podl'a 280-001-OBP
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Prevadzkovy poriadok vypracovany s ohl'adom na zdravie g pohodu zvierat v zvieratnikuy.
I'Tase s vodou sa budii menit’ kazdy deri. Ako podstielka budy pouzité hobliny. Starostlivost
0 zvieratd podas ustajnenia apokusu sa bude riadif NV ¢ 377/2012 a 280-001-OBP

Prevadzkovy poriadok vypracovany s ohl'adom na zdravie g pohodu zvierat v zvieratnikuy.

Projekt bude podlichat’ opétovnému schvaleniu: 2no nie



