PRILOHA 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu: Vplyv endogénnej hladiny oxidu dusnatého a sirovodika na tlak krvi,
pulzovi vinu, funkeiu a Struktiru cievnej steny

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 29132 / 1 /&27

KPagové slova: Oxid dusnaty, sirovodik, integrovand tlakova odpoved, inhibitor neuronalne;
NO-syntazy, SHR

Ukel projektu: Zdkladny vyskum s ciefom zabrénenia, prevencie, diagnostiky alebo lie¢by
chordb, pogkodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov zvierat alebo ich ucinkov na
zvieratd, stanovovania, odhalovania, usmerfiovania alebo tUpravy posudenia, zistenia,
regulécie alebo zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov zvierat.

Pre u&innt prevenciu alieenie vysokého krvného tlaku ako mnajlastejSej priciny
kardiovaskuldrnych chordb je nevyhnutné poznat priéiny jej vzniku. Oxid dusnaty a sirovodik
sa podielajiice velkou mierou, ako samostatne tak vo vzajomnej interakcii, na ovplyvﬁo{fani
aktivity hladkosvalovych buniek, arteridlne; stiffness, pulzovej vlny a §truktiry cievnej steny.
Kym tlohe NO z endotelovej NO-syntazy je venované pozornost, literdrne udaje o udinku
zvydenej, alebo zniZenej hladiny neuronalnej NO-syntdzy ahlavne sirovodika si
nedostatoéné. CiePom projektu je sledovat’ uginok tychto transmiterov pri  akatnom
a chronickom ovplyviiovani ich endogénnej hladiny na tlak krvi, funkciu (arteridlnu stiffness,
tvar a priebeh pulzovej viny, aktivitu hladkosvalovych buniek) a §truktiru cievneho systému
u normotenznych a hypertenznych potkanov. Ziskanie novych poznatkov o pdsobeni oxidu
dusnatého a sfrovodika poskytne nové moZnosti ako preventivne vstupovat’ do procesov
vedicim k patologickym zmenam v kardiovaskuldrnom systéme.

Hlavnym cielom predlozeného projektu bude hPadanie novych interakeif medzi jednotlivymi
regulagnymi systémami podiel’ajucimi sa na vzniku a rozvoji dvoch typov hypertenzii — NO-
deficitnej a sponténnej hypertenzii. Budeme sledovat’ zmeny v §truktire a funkeii arterialne;
steny vyvolané akutnym a dlhodobym zvySenim krvného tlaku. Zameriame sa predovSetkym
na tlohu plynnych transmiterov, oxidu dusnatého (NO) a sirovodika (H»S). Hlavnd pozornost’
budeme venovat’ spresneniu nedostatoénych a navyse Zasto protichodnych literdrnych tdajov
o tilohe HoS pri vzniku arozvoji hypertenzie as tym spojenym patologickym zmenam
v kardiovaskularnom systéme. Pre monitorovanie budeme vyuzivat viaceré metodologické
pristupy. Budeme monitorovat’ vysledky vzdjomnych interakeif (zmeny v produkeii NO, HaS)
prostrednictvom zmien ako v integrovanych (in vivo) odpovediach kardiovaskularneho
systému (tlak krvi, rychlost’ pulzovej vlny a zmeny v parametroch jej jednotlivych zloziek),
Po chronickom podéavani latok budeme navyse hodnotit' aj zmeny v geometrii (vnitorny
diameter, hribka aplocha cievnej steny, pomer hrubky cievnej steny/vnutorny diameter)
2 ultradtrukturdlnom zloZeni cievnej steny (percentudlne zastipenie extraceluldmej mafrix a
hladkosvalovych a endotelovych buniek).



Prinos projektu

Hypertenzii a s lou spojenym kardiovaskuldrnym chorobam, ktoré st najcastej$imi pri¢inami
mrti vo vyspelych krajindch je dlhodobo venovand mimoriadna pozornost. Dlhodobo
zvyseny krvny tlak iniciuje vznik §trukturdlnych a funkénych zmien v kardiovaskuldrnom
systéme, ktorymi je spétne vyrazne ovplyviiovany. Napriek enormmnej snahe vedeckych
a klinickych pracovnikov zostdvaju mnohé otdzky tykajice sa pri€in vzniku ako irozvoja
hypertenzie nezodpovedané. Literdrne tudaje o tlohe sirovodika, ktory patri medzi
novoobjavené plynné transmitery podiel’ajiice sa na modulAcii cievneho tonusu nie su jasne
stanovené. Na rozdiel od NO méZe mat sirovodik, odzavislosti na davke ako
vazokonstriktoricky tak vazorelaxa&ny efekt. [ ked NO a HaS posobia rozdielnymi cestami
mozu spolu kooperovat a navzdjom si ovplyvilovat syntézu. Vzijomné vztahy medzi
vazorelaxaénym a vazokonstriktorickym pdsobenim, vysledok interakcii medzi NO a HaS a
Struktirou cievnej steny uréujl cievny tonus. Cielom predlozeného projektu, ktory nadvézuju
na naSe predchddzajuce experimenty je s vyuZitim viacerych metodologickych pristupov
ziskat’:

a) vakiutnych pokusoch nové poznatky o uginkoch viacerych vazoaktivnych latok
predovietkym plynnych transmiterov (oxid dusnaty a sirovodik), ich donorov resp.
inhibitorov ich syntézy na cievny systém

b) znalosti o podiele sirovodika pri vzniku arozvoji NO-deficitnej a esencidlnej
hypertenzii

¢) v chronickych experimentoch poznatky o vaskularnych odpovediach po zvySeni resp.
znizeni endogénnej hladiny NO a sirovodika poddvanim donorov, alebo inhibitorov
ich tvorby

d) ako sa menirychlost a tvar pulzove] vlny v zdvislosti na rozdielnych hodnotach
krvného tlaku v ddsledku zmenenej hladiny NO sfrovodika apri poddvani
vazoaktivnych latok

Poéet a druh zvierat

Potkan laboratorny (Rattus norvegicus) kmeii:
Wistar potkany: 72 ks
Sponténne hypertenzny potkan(SHR): 72 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rdamci vykonavania
projektu

V experimente sa pouZiji postupy, ktoré sa celé vykonévaji v celkovej anestézii, po ktore]
zviera nenadobudne vedomie. Potkanom bude zavedend kanyla do karotickej artéric na
meranie krvného tlaku a druh4 kanyla do juguldrnej vény sliziaci na podavanie farmék. PoCas
prepardcie ako polas celej experimentalnej procediry sa bude dbat’ na optiméalnu telesni
teplotu pouZitim vyhrevnej podlozky Podas experimentu bude podla potreby (sledovanie
zdznamu a zvierat'a) v prislusnych ¢asovych intervaloch aplikovand intraperitonealne davka
anestetika. V tychto postupoch je takto zabezpedené, aby zvieratd nepocitovali bolest’. Na
konci experimentu budu zvieratd usmrtené aplikdciou letdlnej dévky anestetika. Takto
usmrtené zvieratd budu perfundované pod tlakom zodpovedajicim fyziologickym hodnotam



a fixativom a spracované pre transmisnu elektrénovt mikroskopiu. Vo svetelnom mikroskope
budt hodnotené zmeny v hrubke a ploche cievnej steny, vnutorny diameter, v elektrénovom
mikroskope zmeny v ultrastruktire cievnej steny. Sucastou §tidie je tyZdenné meranie vahy
tlaku krvi neinvazivnou metddou, ¢o mdzZe byt spojené s kratkodobym strachom, ktory sa
gasom zniZuje. '
Chronické aplikacia latok sa uskutoéni bud’ perordlne (v pitnej vode) alebo intaperitonedine
(vo fyziologickom roztoku). Pocas intraperitonedlnej aplikacie latok zvierata budu kratkodobo
fixované, ¢o predstavuje metddu vyvoldvajicu len mierny kratkodoby stres spdsobeny
manipuldciou a obmedzenim pohybu zvierat (bolest’ strednd, trvanie 1 mintta).

Krvny tlak budeme merat neinvazivnym spdsobom na chvoste pomocou manzety, tzv.
pletyzmografickou metddou. Pocas merania potkany budi umiestnené v meracej komorke,
kde bude ciastoéne obmedzeny ich pohyb, ale nebudt imobilizované (slaba krutost’). Tato
metdéda mdZe byt spojend s kratkodobym miernym stresom, ktory sa po opakovanych
meraniach zniZzuje. Metdda nenaruSuje integritu potkana a bude sa prevddzat’ pri plnom
vedomi potkana, priom zvieratd nebudu vystavené bolesti.

Predpokladana viroven krutosti

Slaba krutost’:
- im vive experiment - intraperitonealpe podanie relkove] anestéry, na ﬁmmﬁ
cxperimentu namrtenie apnlikdciou letdlnej ddvky anestetika - bez moZnosti zotavenia.

Strednd krustost:

- chronicka aplilkdcia tatok - perovilne v pitnej veode, intraperiionedine

Pofas chronicke] aplikdacie litek budeme vykonava? klinické pozorovania zaznamenané
do harkov, podi'a Liorych posundeujeme zdraveiny stav a pohodu svierad, Yypracujeme
bodové shdre, na zdklade kiorche, podPa priradendéha poftu hmim v jednotlivyeh
stedovanyeh parametroeh,  buddl zvieratd po kenzulideil s veterindrnym fekdrom
vyradend (human end point) alebo lefené a Lalej pouiite v experin ﬂwafﬁ Parametre
hodovacieho skore:

- ¢ellovy vehl'ad experimentalnych zvieral: telesny stav (dbytok/privastok hmotnosti),
stav  sretl a heZe (pritomnost’ dstenia, strata ochipenia, opuch, chrasta, vred),
pritomnost’ vitoku (2 obf, z nosa), vehlad o8 (zatvorené/polozatvorenéd), pritomnost’
slinernia g anomalie zhryvzu,

- telesné fonkeie: dvchanie, prijem potravy a tekutiny, resp. zmyslové funkeie
{zhorSenie sluchu alebo rovnovéhy),

- secidlne imterakele zvierat (bojazlivé/agresivne lnleraleie, zretelné tnikové reakeie,
skryvarpie sa), ich stereotypué spravanie, drZauie tela a pohyblivest’ (krivanie,
nekoordinovany pohyh, tras, zdchvaty),

- ¢howvné prosiredic zvierat (pritomnost a hustota stelice, pritemupost’ wratkoy alebo
ki

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

anestézy v bervedomi zavedi 2 katétre - jeden intravendzne na poddvanie Litok a jeden
intraarteridloe na zavedenie sondy, tlakiomeru, katétre a podivané farmaki n»

I vive experiment - pofas experimentu sa po intraperifonedlnmom podani celliovej
T

L
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sposobit’ diskomfort, bezvedomice viak bude po eely &as kentrolované a v pripade

potreby sa podd anestetilium.

Chronickd aplikdcia ladok — pofas experimentu sa budd farmakd aplikovat’ v pitngj
vpde alebo intraperitonedine lthy, poddvané farmakd mbZu spdsobit’ diskomfort,
budeme kontrelova?® bodovacie skére apostupeval® podPa odporudeni veferindra
{(podanie analgetik, antibiotik a pod.), pri intraperitoncdlnom poddvanf Iatol sa mize
vyskvinul’ zdpal v mieste wpichu, &o ofefrime podanim antibiotik, kaZdodennim
pozorevanim a starestivest’ou o rany.

Preukdzanie suladu s poziadavkou nahradenia, obnedzenia a zjemnenia

1. Nahradenie zvierat: Cielom plénovaného pokusu je odhalit’ uéast resp. podiel
$pecifického regulainého mechanizmu v etiopatogenéze hypertenzie a metabolického
syndrému. Pre sledovanie funkcie kardiovaskuldrneho systému s hlavnym zretelom na
reguldciu krvného tlaku a rozvoj hypertenzie je najvhodnejsi model laboratérneho potkana.
Zatial. neexistuje alternativna metdda, ktord by nahradila laboratoratérneho potkana.
Dokumentuje to priloha Doklad o overovani v registroch medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metdd.

2. Redukeia poétu zvierat: V planovanom experimente je zabezpefeny ¢o najniZi podet
experimentdlnych zvierat, tak aby bol experiment Statisticky vyhodnotitelny a zavery
vieobecne prijatel'né. Zabezpedi sa, aby nedochddzalo k duplicite skupin. Zvierata zaradené
do chronickych experimentov po in vivo experimente sa ndsledne pouziju na morfologické
vysetrenia redukujtic takto podet experimentdlnych skupin. Jednotlivé skupiny bude tvorit
najniz8i mozny pocet jedincov.

3. Zjemnenie: Pre dosiahnutie vedeckych cielov projektu je najvhodnej$i laboratérny potkan,
ktory predstavuje druh, ktorému navrhnuté postupy spdsobia minmélne utrpenie a strach.
U experimentélnych skupin sa uskutodni meranie tlaku krvi invazivnym spésobom preto bude
intraperitonedlne aplikovand anestéza. Poas prepardcie ako poas celej experimentdlnej
procedury sa bude dbat’ na optimalnu telesnt teplotu pouZitim vyhrevnej podlozky Pocas
experimentu bude podla potreby v prislusnych <casovych intervaloch aplikovana
intraperitonedlne dévka anestetika. Na konci experimentu budt zvieratd usmrtené aplikaciou
letdlnej davky anestetika. Polas chronickej intraperitonedlnej aplikdcie latok sa bude
pravidelne sledovat, &i nedochddza k zapalovej reakeii v miestach vpichu injekcie. V pripade
pritomnosti zdpalu sa pouZije lie€ba antibiotikami. Podas ehronického poddvania budeme
vykondval klinické pozerovania a zaznamendvat’ ich do hérlkov, pedi'a ktoryel sa bude
poesudzovat’ zdraveiny stav a pohoda zvierat. MNa zdklade dosishnniého skdre bedov,
budit zvieratsd po konrultdei s veterindrnym lekdrom vyradené (human end point} alebo
liedené a dPalej pouZité v experimentoch. V pripade zistenia akejkolvek formy utrpenia
budeme postupovat’ podia odpoerufeni wveterindrocho lekidra ({podanie analgetik,
antibiotik 3 ped.). Po pedani injekefe sa zvieratd budd moniterovat’. Ak sa spezoruje
vifEia alko strednd prechodnd bolest’ alebe strach, zvieratd sz humdnne uwsmrtia,
Postupy chovu prispdsobime tal, aby sa minimalizovalo riziko kontamindeie. Zvieratd
budd mat’ dostatodne obohatené prostredie, aby sa znifil stres. V pripade dbythu
hmotnosti podanie vysokoesnergetickych potravinovich doplakev (dbyiek hmotnosti
nesmie prelorofit’ 20%).

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu:  nie



PRILOHA 5
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

4

a)Nové regulacné uc¢inky oxidu dusnatého a ich uloha v rozvoji esencidlnej hypertezie

b)Nitr6zo-sulfidova signdlna draha - nové regula¢né vazoaktivoe ucinky v réznych
modeloch artériovej hypertenzie

v _ L
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 39 %4 | 1F “ZZ/
KPacové slova: Oxid dusnaty, sirovodik, cievny tonus, NO-deficitnd hypertenzia, HTG, SHR

Ukel projektu: Zakladny vyskum s cielom zabrdnenia, prevencie, diagnostiky alebo lieby
chorob, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov zvierat alebo ich u¢inkov na
zvieratd, stanovovania, odhalovania, usmerfiovania alebo upravy posudenia, zistenia,
regulacie alebo zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov zvierat.

Poznédvanie pri¢in hypertenzie je nevyhnutnym predpokladom zavadzania novych
preventivnych 1 terapeutickych postupov. Aby vSak bolo moZné podchytit’ jednotlivé
chorobné procesy, je nevyhnutn€ najskdr spoznavat zékladné mechanizmy a vzajomné
vzt'ahy medzi nimi. Pochopenim a preventivnym vstupovanim do jadra procesov vedtcich k
vyvinu hypertenzie by sa mohli prerudit vyvijajice sa patologické procesy
v kardiovaskuldrnom systéme. Prioritnym cielom projektov je popis podielu endogénnych
NO aHsS systémov, resp. ich vzdjomnej interakcie, v etiopatogenéze hypertenzie. Vyssie
uvedené projekty priamo nadvazuju na vysledky predchadzajucich projektov zameranych na
vyskum dvoch plynnych transmiterov NO a HaS, ich vzdjomnt interakciu a tlohu v regulécii
cievneho tonusu. Existenciu novej nitrézo-sulfidovej signalnej drahy so S$pecifickymi
vazoaktivnymi G¢inkami sme potvrdili u normotenznych potkanov. Novym vyznamnym
prinosom projektov pre poznanie origindlnych regulaénych drdh NO-H,S interakcie a ich
mechanizmov je ich sledovanie na viacerych animéalnych modeloch hypertenzie stcasne
(model esencidlnej hypertenzie - spontdnne hypertenzny potkan, model metabolického
syndromu — hypertriglyceridemicky potkan a model NO-deficitnej hypertenzie), nakolko
podobné sledovanie robené neboli. Vytyéend problematika - hl'adanie a potvrdenie novych
signalnych drah - vychadzajica z interakcie dvoch vyznamnych signalnych systémov: NO a
H>S a ich moZného vplyvu na funkciu, trofiku a molekuldrne zmeny v kardiovaskularnom
systéme je preto vysoko aktudlna.

Prinos projektu

Novym vyznamnym prinosom pre poznanie origindlnych regulaénych drah NO-H,S
interakcie a ich mechanizmov je ich sledovanie na viacerych animdlnych modeloch
hypertenzie stcasne (SHR, HTG, NO-deficitnd hypertenzia), nakol’ko podobné sledovania
robené neboli. TaktieZ simultanne sledovanie a porovnanie zékladnych signalnych dréh na
rovnakych tkanivach zvieracieho modelu (normotenzny, hypertenzny, dyslipidemicky potkan)
a P'udského modelu (normotenzny, hypertenzny, dyslipidemicky ¢lovek) predstavuje aktudlny
a primerany spdsob ako prepojit’ poznatky zakladného vyskumu s klinickou praxou. V
jednotlivych krokoch o¢akavame nové informacie:



a)ktoré prispeji k objasneniu mechanizmov uc¢inkov novych signalnych molekul NO-HaS
interakcie v podmienkach normotenzie, hypertenzie a dyslipidémie,

b)ktoré prispeji k objasneniu tlohy jednotlivych &asti cievnej steny (endotel, perivaskuldrne
tukové tkanivo, hladko-svalové bunky, perivaskuldrne nervy atd’.) v nitrézo-sulfidove;
signalizacii,

c)ktoré potvrdia alebo vyvratia pretrvanie kompenzaénych mechanizmov zahfiiajticich NO-
H>S interakeiu v podmienkach nedostatku NO,

d)ktoré umozZnia asociovat’ mechanizmy nitrézo-sulfidovej signalizacie na animalnych
modeloch a 'udskych vzorkach.

Pocet a druh zvierat
Potkan laboratorny (Rattus norvegicus) kme:

Wistar potkany: 96 ks

Wistar Kyoto: 64 ks

Spontanne hytpertenzny potkan: 64 ks
Hypertriglyceridemicky (HTG) potkan: 60 ks

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

V experimente sa pouZiji postupy, ktoré sa celé vykondvaju v celkovej anestézii, po ktorej
zviera nenadobudne vedomie. Potkanom bude zavedend kanyla do karoticke] artérie na
meranie krvného tlaku a druhd kanyla do juguldarnej vény sliZziaca na poddvanie farmék.
Podas experimentu bude podl'a potreby (sledovanie zédznamu tlaku krvi a sprévanie zvierat’a)
v prislusnych ¢asovych intervaloch aplikovand intraperitonedlne dévka anestetika. V tychto
postupoch je takto zabezpe€ené, aby zvieratd nepocitiovali bolest’. Na konci experimentu budi
zvieratd usmrtené aplikdciou letdlnej davky anestetika. Stcastou §tudie je tyzdenné meranie
vahy, tlaku krvi neinvazivnou metoédou, ¢o méZe byt spojené s kratkodobym strachom, ktory
sa ¢asom zniZuje. Pri in vitro postupoch zvieratd buda znecitlivené celkovou anestéziou do
hlbokého bezvedomia G¢inkom oxidu uhli¢itého (CO») - slaba krutost’. Pri znecitliveni budu
zvieratd umiestnené do $pecidlne konstruovanych komor az po dosiahnuti najvysSej moznej
koncentracie oxidu uhli¢itého v komore privadzaného zo zdroja 100%-ého CO; tak, aby sa
vyludilo poranenie zvierat a bolo mozné ich vidiet. COz sa aplikuje skusenym pracovnikom s
dlhoro¢nou praxou. Zvierata budi humanne usmrtené tak, Ze najprv budu vystavené param
CO3, az do straty vedomia, aby sa minimalizovala bolest’, utrpenie, uzkost’ a strach, nasledne
sa usmrtenie uskutoéni dekapitaciou v celkovej hlbokej anestézii — kategéria krutosti: bez
moznosti zotavenia. Trvanie 1-2 min.

Chronicka aplikacia latok sa uskutoéni bud’ perorélne (v pitnej vode) alebo intaperitonealne
(vo fyziologickom roztoku). Pocas intraperitonedlnej aplikédcie latok zvierata budu kratkodobo
fixované, &o predstavuje metddu vyvolavajicu len miermny kratkodoby stres spdsobeny
manipuldciou a obmedzenim pohybu zvierat (bolest’ slab4, trvanie 1 mintta).

Kryny tlak budeme merat’ neinvazivnym spdsobom na chvoste pomocou manzety, tzv.
pletyzmografickou metédou. Pocas merania potkany budil umiestnené v meracej komorke,
kde bude c¢iastoéne obmedzeny ich pohyb, ale nebudil imobilizované (slaba krutost’). Této
metoda mbze byt spojena s kratkodobym miernym stresom, ktory sa po opakovanych



meraniach zniZuje. Metéda nenaruSuje integritu potkana a bude sa prevadzat pri plnom
vedomi potkana, priom zvieratd nebudi vystavend bolesti. '

Predpokladana droven krutosti

Slabd krutost™:

- rutinna starostlivost’ a vaZenie, neinvazivne meranie krvného tlalu a frekvencie srdea

- in vitro experiment - vystavenie pGsobeniu par oxidu uhligitého v uzavrete] nadobe. a7 do
straty vedomia. usmrtenie dekapitdciou a vykrvdcanim - bez moznosti zotavenia,

- 1 vivo experiment - intraperitonedlne podanie celkovej anestézy, na konei experimentu
usmrtenie aplikdciou letdlnej davky anestetika - bez moZnosti zotavenia.

Strednd krustost™

- chronickd aplikacia ldtok - peroralne v pitne] vode, intraperitonedine

Potas chronickej aplikicie latok budeme vykondvat’ klinické pozorovania zaznamenané do
hérkov, podl'a ktorych posudzujeme zdravotny stav a pohodu zvierat. V ypracujeme hodové
skore. na zdklade ktorého, podla priradeného poétu bodov v jednotlivich sledovanych
parametroch, budd zvieratd po konzultdcli s veterindrnym lekdrom vyradend (human end
point) alebo lietené a d'alej pouzité v experimentoch. Parametre bdodovacieho skére:

- celkovy vzhlad experimentdinych zvierat: telesny stay (ibytok/prirastok hmotnosti), stav
srsti a koZe (pritomnost’ Sistenia, strata ochlpenia, opuch, chrasta. vred), pritomnost’ vytoku (z
o¢l, z nosa), vzhl'ad oéi (zatvorené/polozatvorengé), pritomnost’ slinenia a anomalie zhryzu,

- telesné funkcie: dychanie, prijem potravy a telutiny, resp. zmyslové funkcie (zhorSenie
sluchu alebo rovnovahy),
- socidlne interakcie zvierat (bojazlivé/agresivne interakcie, zretelné tinikové reakeie.
skryvanie sa), ich stercotypné spravanie, drzanie tela a pohyblivost’ (krivanie, nekoordinovany
pohyb, tras, zachvaty),

- chovné prostredie zvierat (pritomnost’ a hustota stolice, pritomnost vivratkov alebo kavi).

Predpolladany nepriaznivy vplyv/ajma na pouZité zvieratd v rdmei vykondvania
projelitu

In vivo experiment - podas experimentu sa po intraperitonealnom podani celkove] anestézy v
bezvedomi zavedt 2 katétre - jeden intravendzne na poddvanie 1atok a jeden intraarterialne na
zavedenie sondy, tlakomeru, katétre a poddvané farmakd mézu spdsobit diskomfort,
bezvedomie viak bude po cely as kontrolované a v pripade potreby sa podd anestetikum,

Chronickd aplikdcia latok — podas experimentu sa buda podas 4 tyzdiov aplikovat’ v pitnej
vode alebo intraperitonedlne latky, podavané farmakd mozu spdsobit diskomforl. budeme
kontrolovat” bodovacie skére a postupovat’ podla odporuceni veterindra (podanie analgetik,
antibiotik a pod.), pri intraperitonedlnom poddvani latok sa mdze vyskytat zapal v mieste
vpichu, Co oetrime podanim antibiotik, kazdodennym pozorovanim a starostivostou o rany.

Preukdzanie siladu s poziadavkou nahradenia, obnedzenia a zjemnenia

1. Nahradenie zvierat: Cielom planovaného pokusu je odhalit’ ugast resp. podiel
Specifického regulaéného mechanizmu v etiopatogenéze hypertenzie a metabolického
syndromu. Pre sledovanie funkcie kardiovaskuldrneho systému s hlavnym zretelom na
reguldciu krvného tlaku a rozvoj hypertenzie je najvhodnejsi model laboratérneho potkana.



Zatial' neexistuje alternativna metoda, ktorda by nahradila laboratoratérneho potkana.
Dokumentuje to priloha Doklad o overovani v registroch medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metdd.

2. Redukcia poltu zvierat: V pldnovanom experimente je zabezpeteny o najniZ§i podet
experimentdlnych zvierat, tak aby bol experiment Statisticky vyhodnotitelny a zavery
vSeobecne prijatelné. Zabezpe¢ sa, aby nedochadzalo k duplicite kontrolnych skupin.
Zvieratim pouZitym na in vitro experiment sa odoberie maximélne mnoZstvo vzoriek na
sledovanie fyziologickych, biochemickych pripadne histochemickych parametrov. Jednotlivé
skupiny bude tvorit’ najniZ$i moZny podet jedincov. V rdmei akitneho in vitro experimentu
bude sledovany program spolotného vyuZivania organov a tkaniv usmrtenych zvierat v rAmei
UNPF SAV, ¢o v pripade dostupnosti umozni ziskal potrebné orgdny a tkaniva aj z inych
schvalenych projektov ustavu a zabrani Calsiemu navySovaniu zvierat v tychto skupindch.

3. Zjemnenie: Pre dosiahnutie vedeckych ciel'ov projektu je najvhodnejsi laboratérny potkan,
ktory predstavuje druh, ktorému navrhnuté postupy spdsobia minmélne utrpenie a strach. U
skupiny zvierat, kde sa uskuton{ meranie tlaku krvi invazivnym spdsobom bude
intraperitonedlne aplikovand anestéza. Podas experimentu bude podl'a potreby v prislugnych
asovych intervaloch aplikovana intraperitonedlne dédvka anestetika. Na konci experimentu
budu zvieratd usmrtené aplikdciou letdlnej davky anestetika. U skupiny zvierat, kde buda
sledované fyziologické parametre na izolovanych cievach potkana a siéasne budd odobraté
potrebné orgdny pre stanovovanie biochemickych parametrov, budd zvieratd humdanne
utratene. Najskor sa vystavia pésobeniu oxidu uhliditého v uzavretej nadobe aZ do straty
vedomia. V hlbokom bezvedomi budu nésledne dekapitované, nechaju sa vykrvécat' a po
otvoreni hrudnej a bruSnej dutiny budt odobraté prisluiné cievy a orgény. Podas chronickej
intraperitonedlnej aplikdcie latok sa bude pravidelne sledovat, ¢i nedochidza k zapalovej
reakeil v miestach vpichu injekcie. V pripade pritomnosti zdpalu sa pouZije lietba
antibiotikami. Pocas chronického treatmentu budeme vykondvat klinické pozorovania
zaznamenané do hérkov, podla ktorych posudzujeme zdravoiny stav a pohodu zvierat. Na
zaklade dosiahnutého skore bodov budl zvieratd po konzultdcii s veterindrnym lekdrom
vyradené (human end point) alebo lietené a d'alej pouZité v experimentoch. V pripade zistenia
akejkol'vel formy utrpenia budeme postupovat podla odporuteni veterinarneho lekdra
(podanie analgetik, antibiotik a pod.). Po podanf injekcie sa zvieratd bud( monitorovat’. Ak sa
spozoruje vicsia ako strednd prechodnd bolest” alebo strach. zvieratd sa humdanne usmrtia.
Postupy chovu prispdsobime tak, aby sa minimalizovalo riziko kontamindeie. Zvieratd budd
mat’ dostatoéne obohatené prostredie, aby sa zniZil stres. V pripade ubytku hmotnosti podanie
vysokoenergetickych potravinovych doplnkov (ibytok hmotnosti nesmie prekrocit’ 20%).

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvalovaniu:  nie
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU — 3949 [{7-25 /

Nazov projektu: Stanovenie G¢innosti Immodinu - E-rozetovy test

Ciel’ projektu pokusu, predpokladand ujma a prinosy:

Spravne fungovanie jednotlivych zloZiek imunitného systému u Fudi je predpokladom vacse;
odolnosti vo¢i onkologickym, infekénym, alergickym a d’al§im ochoreniam, ktorych podet
narastd. Imunitny systém je tvoreny bunkovou zloZkou avelkym podtom bunkami
produkovanych medidtorov, ktoré reguluji imunitné reakcie pri kaZdom zo spominanych
skupin ochoren $pecificky. Pri poskodeni niektorej zloZky je narugené celkova homeostdza
imunitného systému, pri¢om tdto imunologickd supresia méze viest k vzniku véznych
ochoreni. Poddvanie vhodného imunomodulaéného pripravku mdZe preto vyznamne pozitivne
ovplyvnit’ celkovy vysledok lie¢by pacientov u ktorych je zistend zniZend funkcia imunitného

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

homogendt leukocytov (DHL) periférnej krvi zdravych jedincov, ktory obsahuje
nizkomolekulové latky s velkost'ou do 10 kDa.

Azathioprin je chemicka latka (purinovy analég) pouzivand na antigénovo-ne$pecificku
imunosupresiu u I'udi ato hlavne pri ochoreniach ako sii autoimtinne ochorenia
a transplantdcie orgdnov. J eho mechanizmus G¢inku na vetky proliferujiice bunky, teda aj
imunitné bunky, (napr. T a B lymfocyty) je inhibicia enzymu, ktory je potrebny pre syntézu
DNA.

Ciel'om projektu je stanovit’ rozsah imunostimulaéného Ginku Immodinu (Transfer faktora)
umortiat po supresii vyvolanej latkou Azathioprin. Specifickym ciclom bude zistit
stimulaény €inok Immodinu (Transfer faktora) na proliferaciu T- lymfocytov. E-rozety z
krvi sa budi vyhodnocovat pomocou fluorescendnej mikroskopie pred aplikdciou
imunosupresiva, po aplikécii imunosupresiva a po aplikécii imunomodulatora. Odoberie sa 2
ml krvi kardidlnou punkciou do heparinu. Po navrstveni odobratej krvi na separaénu zmes sa
po gradiendnej‘ centrifugacii oddelia lymfocyty od erytrocytov a d’alsich leukocytov. Po
pridani premytych kraligich erytrocytov k moréacim lymfocytom v pomere 1:1 objemovych
jednotiek sa zatnu po kratkej dobe vytvarat E-rozety (naviazane kréli¢ie erytrocyty ma
morcacich T-lymfocytoch). Po ofarbeni sa mikroskopicky stanovuje pocet takto vytvorenych

E-roziet.
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Predpokladana ujma a prinosy
Pocas experimentu a pofas podavania litok sa zabezpedi jemné zaobchadzanie a manipuldcia so
zvieratami. Neogakéva sa riziko bolesti ani utrpenia. Nepredpoklada sa vyrazné zhor$enie zdravotného

stavu a ani neSpecificky thyn vplyvom imunosupresivnej latky Imuran, ani pripraviu IMMODIN.

Zvierata budi mat’ §tandardné umiestnenie, potravu a starostlivost’.

Charakteristika postupu Vplyv na zviera Zaradenie pod)’a krutosti
VéZenie zvierat Kratkodoby mierny stres slabé
Kratka fixacia pri aplikacii Kratkodoby mierny stres slabe
Jednorazova s.c. aplikdcia Kratkodobé obmedzenie, bolest’ slabé
IMMODINU slaba

Kréatkodobé obmedzenie, bolest’
slab4, mierne podraZdenie

Jednorazova p.o. aplikacia pazerdka, vy$sia predispozicia slabé
Aratioprinu na virusové, hubové a
bakteridlne infekcie vplyvom
imunosupresie
Kratka fix4cia a i.m. poddvania | Kratkodobé obmedzenie, bolest slabé
anestetika slaba

Kratkodobé obmedzenie, bolest’
slaba (vyblokovana
znecitlivenim), potenciondlne stredné
riziko zlyhania srdca po
opakovanom vpichu ihly
Usmrtenie dislokaciou krénych Kratka fixacia, bolest’
stavcov v anestéze vyblokovana znecitlivenim

Opakovany odber krvi
kardidlnou punkciou v anestézii

Predpokladana tiroven krutosti: stredna

Humane endpoint nastane v pripade zhorSeného zdravotného stavu zvierat s prejavmi bolesti,
pripadne ubytku hmotnosti o viac ako 15% uviac ako 3 zvierat v skupine. Postup bude ukondéeny

a pod dohl'adom zmluvného veterinarneho lekara zvierata usmrtené.

Ziskany prinos z tohto postupu bude d’aleko prevySovat’ pripadni ujmu u pouZitych zvierat.
PouZivanie zvierat v imunologickych skigkach je nevyhnutné z dévodu velmi komplexnej reakcie
imunitného systému a nedé sa nahradit’ in vitro testami na bunkovych linidch. Skigka uskutodnens na
zvieratich umoZni stanovit’ imunologicki G&innost, ktorda by sa mala prejavit’ u pacientov

s imunodeficientnymi stavmi, pre ktorych je pripravok uréeny.

Pocet a druh pokusnych zvierat
Mor€a domdce kmeiia TRIK/ Dunkin Hartley, bez rozdielu pohlavia, 10 ks na 1 ar#u testovaného

pripravku. Kralik doméci, Hill, bez rozdielu pohlavia 1 ks na celi dobu trvania projektu.
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Preukdzanie suladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanoveny podet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostato&ného
poctu vzoriek pre validné $tatistické vyhodnotenie vysledkov. Tento test u¢innosti vychddza
plne zo §tatnou autoritou schvélenej registraénej dokumentacie pripravku IMMODIN. Tento
pripravok je urdeny pre pacientov s r6znymi druhmi imunodeficientnych ochoreni, u ktorych
sa ofakdva imunoreStauraény udinok a normalizécia imunitnej odpovede. Pri overeni
komplexného tginku pripravku je nutna cirkuldcia (lymfaticka, krvna) a interakcie s mnohymi
zloZkami imunity, &o sa nedd simulovat’ v podmienkach in vitro. Z tohto dévodu nie je
mozné nahradit’ pokus na zvieratdch in vitro testami na bunkovych linidch. So zvieratami

budt zaobchadzat’ zagkolend osoby s dlhoro&nymi praktickymi sktisenostami.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie:
Test na zvieratich sa ned4 nahradit’ alternativnymi metédami in vitro z ddvodu potreby
reakcie Zivého organizmu na podanie latok a moZnou reakciou v mieste podania, ako aj

systémové pOsobenie.

2. Obmedzenie:
PouZivanie zvierat je stile potrebné na ochranu zdravia Tudi, z pohladu testovania

bezpelnosti, neskodnosti a kvality liekov.

Statistické hodnotenie validity postupu si vyZaduje reprezentativny sabor zvierat (uvedeny
vy8§ie). ZniZovanie poétu zvierat sa moge prejavit’ negativnym vplyvom na

reprodukovatelnost’ vysledkov a validitu postupu.

3. Zjemnenie:

Zasada zjemnenia bude dodr#avans v plnej miere odo dila dodévky zvierat do zvieratnika.
Pocas karantény pi'ejdL'l zvieratd procesom handlingu. Pri Standardnej dennej jemnej
manipuldcii si zvykna na pritomnost’ ¢loveka a na beZné denné procedury /Cistenie, kfmenie,
napdjanie, kontrola zdravotného stavu). Zvieratd budd chované v Standardnych podmienkach,
ktoré nevyvoldvaja stres. Moréatd v postupe budu ustajnené v oznadenych umelohmotnych
nadobéach v monitorovanom a klimatizovanom prostredi s teplotou (22 + 2) °C a relativnou
vlhkostou (45 - 65) %. Pocas postupu budu mat’ moréatd prirodzeny svetelny rezim. Cistenie

nadob a okolitého priestoru sa bude vykondvat' raz za tyZded podla 280-001-OBP
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Prevadzkovy poriadok vypracovany s ohl'adom na zdravie a pohodu zvierat v zvieratniku.
FlasSe s vodou sa budd menit’ kazdy defl. Ako podstielka budu pouzité hobliny. Starostlivost’
o zvieratd pocas ustajnenia a pokusu sa bude riaditt NV & 377/2012 a 280-001-OBP

Prevéadzkovy poriadok vypracovany s ohladom na zdravie a pohodu zvierat v zvieratniku.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schvaleniu: 4no  nie
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

Vztah medzi teleshou adipozitou a funkénymi viastnostami artérii u potkana

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 87 %2 /7¥ /527
2/0147/18 (Registraéné &islo projektu)

Klicové slova:
telesna adipozita, perivaskularne tukové tkanivo, artérie, cievna reaktivita, hypertenzia

Ugel projektu:
Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Hlavnym ciefom experimentov je sledovat' vplyy zvySenia mnozstva telesného tuku, vyvolaného
nadmernym prijmom fruktézy a konzumaciou potravy s vysokym obsahom lipidov u miadych a
dospelych potkanov, na ich krvny tlak, na funkéné prejavy artérii a na iné fyziologické a biochemicke
parametre suvisiace s metabolizmom a s funkciou kardiovaskularneho systemu.

Na zaklade vysledkov doterajSich experimentov mozno ocakavat, ze podavanie samotnej 10%-ngj
fruktdzy vyvola u potkanov mierne zvysenie telesnej adipozity, kym v kombinacii s vysokotugnou
diétou bude narast telesného tuku vyraznej$i. Bude sa zistovat, aky vplyv majl tieto dietetické faktory
u mladych a u dospelych jedincov, kedy (v ktorom obdobi) je ich lipogénny efekt vyraznejsi, ako
- posobia na vybrané ukazovatele funkcie kardiovaskularneho systému a nakolko interferujii s
poskodenim srdca a ciev u geneticky hypertenznych potkanov. Ciefom Je tiez zistit', &i je moznost
navodit' tzv. paradox obezity (resp. nadvahy) v takychto podmienkach, tj. &i zvySené mnoZstvo
telesného tuku moze pésobit giastocne protektivne pri vzniku kardiovaskulame] dysfunkcie u
hypertenznych jedincov, obdobne ako u fudi.

Zvlastna pozornost sa bude venovat vplyvu perivaskularneho tukového tkaniva (PVTT) na reaktivitu
artérii v in vitro podmienkach. Hodnotit' sa bude jeho antikontraktilny tcinok — ako sa tento meni spolu
s kvantitativnou zmenou PVTT, nakolko méze prispievat k spominanému paradoxu obezity (alebo
naopak — kedy sa zhorsuje) a nakolko koreluje so zmenami v krvnom tlaky resp. inymi meranymi
parametrami. PouZitim réznych blokatorov a antagonistov sa bude sledovat, akymi mechanizmami je
sprostredkovany vazorelaxa¢ny Gcinok PVTT, resp. ako je tento modifikovany u mladych a dospelych
normotenznych a hypertenznych potkanov po dietetickom zasahu. V

Prinos z vykonaného projektu:

Napriek tomu, ze experimenty planované v tomto projekte sa radia do oblasti zakladného vyskumu, je
pravdepodobng, Ze v dihdom Gasovom horizonte — za predpokladu ich pokradovania a rasttceho
prelinania sa s klinickym vyskumom — mézu priniest i vyznamné praktické aplikacie pre zvy$ovanie
kvality Zivota a zdravia u ludf. Ako zvySené hodnoty BMI, telesnej hmotnosti g adipozity, tak i
kardiovaskularne ochorenia st dnes u mnohych fudf vysoko aktualnymi skutognostami a ich tesna
vzajomna prepojenost' je logicka a evidentna, a to i v ramci takych klinickych jednotiek, ako je
metabolicky syndrom, ktorého incidencia ma ties stipajlci trend. Napriek rozsiahlemu vyskumu v
tomto smere, stale zostava otvorenych mnozstvo otdzok a problémov a tiez dopyt po uc€innejsich
postupoch lietby a najma prevencie tychto komplexnych metabolicko-kardiovaskulérnych portch.
Navy$e, potvrdenie paradoxne pozitivneho Uginku telesne; nadvahy na prezivanie a prognoézu
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kardiovaskularnych pacientov, ktoré je dokumentované vysledkami viacerych klinickych &tudii, otvara
tiez novy pohlad na ,uz zname" vzt'ahy medzi BMI a kardiovaskularnym rizikom.

Vysledky predkladaného projektu by mali aspon éiastodéne prispiet’ k ozrejmeniu tohto vztahu a
zodpovedat' niektoré kritické otazky ohladom vplyvu telesnej adipozity na krvny tlak, cievne funkcie a
vazomodulagné vlastnosti perivaskularneho tuku. Vyznamnym prinosom by mohlo byt' tiez riesenie
dietetickych otazok tykajucich sa zvySenej konzumacie tukov a jednoduchych cukrov, $pecialne
fruktdzy, ktora sa v priebehu poslednych 50 rokov stala vyznamnou st&astou potravy &loveka v
dosledku nadmerného pouZivania pridavnych sladidiel a dasto je spajana prave s rozvojom obezity a
metabolického syndromu. Poznané stvislosti medzi konzumaciou tychto zloziek stravy v réznych
stadiach vyvinu jedinca, mnozstvom telesného tuku a Jeho vplyvom na funkcie srdca a ciev by mohli
byt délezitym vystupom predkladaného projektu, prindsajucim dalie moznosti  prevencie
kardiovaskularnych ochoreni.

Projekt nadvézuje tieZz na uz dosiahnuté vysledky tykajuce sa perivaskularneho tukového tkaniva
(PVTT) a jeho vplyvu na cievnu reaktivitu, priom snahou bude skumat, do ake] trovne svojho rastu
méze PVTT posobit’ este protektivne, a kedy sa jeho vazomodulaéné vlastnosti uz menia a zadinaju
prevladat jeho negativne vplyvy. Dalsim z prinosov by malo byt zistenie, ¢o je podstatou tejto zmeny
— teda doplnenie schémy mechanizmov dysfunkcie PVTT o niektoré konkrétne Udaje o zmenach v
produkcii réznych vazoaktivnych, proinflamaénych latok v PVTT. Takéto poznatky by mohli viest' k
obohateniu lie¢ebnych postupov pri kardiovaskularnych ochoreniach sprevadzajlcich stav obezity.

V neposlednom rade by malo riesenie projektu priniest' aspori parcigine odpovede na otazku, &i
protektivny vplyv zvy$enej adipozity u kardiovaskulérnych pacientov je mozny len u tych, ktori maju
trvalo / dlhodobo (od mladého veku) zvySeny BMI, alebo je tento Gdinok mozné dosiahnut aj
dodatoénym zmnozenim telesného tuku u jedincov s uz rozvinutym kardiovaskularnym poskodenim.
Tato otazka bude riesena postupom, kedy bude fruktoza a vysokotugna potrava podavana potkanom
8 roznou genetickou zatazou pre vznik hypertenzie (normotenzné, hraniéne hypertenzné, spontanne
hypertenzné potkany), a to v juvenilnom obdobf — pred rozvojom hypertenzie, ako aj v dospelosti — po
dosiahnuti zvy$enych hodnét krvného tlaku spojenych s kardiovaskularnou dysfunkciou.

Pocet a druh zvierat:
Potkan laboratérny (Rattus norvegicus):
- potkan Wistar-Kyoto, samec — 60 ks
- spontanne hypertenzny potkan, samec — 60 ks

- hraniéne hypertenzny potkan (potomok kriZzenia spontanne hypertenznej matky
a normotenzneho Wistar-Kyoto otca), samec — 60 ks

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

Nepredpoklada sa nepriaznivy vplyv na zvieratd pri vykonavani projektu. So zvieratami sa
zaobchadza $etrne, aviak pocas merania hemodynamickych parametrov maéze dochadzat ku
kratkodobej miernej nepohode a strachu, ktory sa po opakovanych meraniach znizuje.

Predpokladana uroveri krutosti:
Slaba.
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Uplatiovanie zdsad 3R:

1. Zésada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Ciefom plénovaného pokusu je postdit vztah medzi narastom mnozstva telesného tuku (adipozitou)
a funkciou kardiovaskularneho systému, a detailne sa pritom zamerat na $tadium modulaéného
ucinku perivaskularneho tukového tkaniva (PVTT) na reaktivitu artérii atieZ na jeho &trukttrno-
funkéné interakcie s ostatnymi zlozkami cievnej steny. Hlavnym prinosom experimentov by malo byt
posudenie ugasti vplyvu PVTT na zmenach kardiovaskularnych funkcii pri rozvijajucej sa genetickej
hypertenzii a pri metabolickych alteraciach navodenych dietetickym zasahom. Preto sa planuja v
pokusoch pouZit rézne genotypy potkanov, vyznaCujice sa odliSnou genetickou predispoziciou
k hypertenzii (Wistar-Kyoto, spontanne hypertenzné a hraniéne hypertenzné potkany), ato v dvoch
réznych vekovych $§tadiach (u hypertenznych jedincov pred a po vzostupe krvného tlaku). Tymto
jedincom bude vyvolavany metabolicky syndrom podavanim nadmerného mnozstva fruktozy,
pripadne v kombin&cii s vysokotugnou stravou, pri ktorom dochadza k zvySeniu ich telesne] adipozity,
krvného tlaku, a stgasne aj ku kvantitativnym i kvalitativnym zmenam PVTT. Na zaklade doterajsich
Udajov z literatiry méZno ustdit, Ze uvedené typy potkanov predstavuji najvhodnejsie modely na
sledovanie vy$sie uvedenych javov a na dosiahnutie nami vytyCenych cielov. Zatial' neexistuje ziadna
alternativna metéda, ktord by dostato¢ne nahradila komplexné podmienky vin vivo modeloch.
Dokumentuje to tiez Priloha IV. (Doklad o overovani v registroch medzinarodne overenych a
uznavanych alternativnych metad).

2. Zasada obmedzenia poétu zvierat (reduction)

PRvpv

V planovanom experimente sa zabezpedi o najnizsi podet experimentalnych zvierat tak, aby bol
experiment $tatisticky vyhodnotitelny a zavery v8eobecne prijatelné. Zvieratam pouzitym na in vitro
experiment sa odoberie maximélne mnozstvo vzoriek na sledovanie dalsich fyziologickych,
biochemickych pripadne morfologickych parametrov. Ak to bude mozné, zabezpedi sa aj spolupraca
medzi laboratoriami (ako v ramci UNPF SAV tak aj s ostatnymi Ustavmi), aby sa v ramci experimentov
jednotlivych laboratorii dalo pouzit' &o najvécsie mnozstvo spoloénych experimentalnych zvierat.

3. Zasada zjemnenia (refinement)

V experimente nebudl pouzité Ziadne bolestivé invazivne metddy; potkany pogas pokusu prezivaju
iba mierny stres, ktory budeme minimalizovat Setrnym zaobchadzanim a obohatenim prostredia
predmetmi na hru aohryzovanie. Po ukon&eni chronického experimentu, tj. v &trnastom alebo
v dvadsiatom prvom tyzdni Zivota, budu potkany humanne utratené. Usmrtenie bude prebiehat
bezbolestne v hibokej celkovej anestézii. Najskor sa vystavia pdsobeniu oxidu uhligitého v uzavretej
nadobe aZ do straty vedomia. V hibokom bezvedomi budr nasledne dekapitované, nechajl sa
vykrvacat' a po otvoreni hrudnej a brusnej dutiny budu odobraté prislugné cievy a organy.

Projekt bude podliehat’ opidtovnému schvalovaniu:
Nie.



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Pilotnd studia — postdenie profylaktického t¢inku esencidlnych olejov
v prevencii klie§tami prenasanych rickettsioz

Cislo konania rozhodnutia o schvdleni v vojelkktu: 4 /Y2 M1y _>-
27

KPudové slova v projekte: escncialne oleje, kliest'ami prenagandé
ochorenia, rickettsie, patogény, prevencia, profylaxia

Udel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Esencidlne oleje st latky prirodného povodu zaradené spolu s alkaloidmi,
trieslovinami, horéinami medzi sekundarne rastlinné metabolity. Vznikaji v $pecializovanych
bunkdch a sekre¢nych truktirach v orgédnoch zastupcov niektorych rastlinnych ¢el'adi, ako su
napriklad Hluchavkovité a Astrovité. Najcastejsi sposob ich ziskania je destil4cia erstvého
alebo ¢iastoéne vysuSeného rastlinného materialu vodnou parou. Esencidlne oleje su
pouZivané najmd v potravinarskom, kozmetickom, parfumérskom  a farmaceutickom
priemysle, ale iv tradi¢nej ¢&inskej medicine, ajurvéde, aromaterapii z dovodu Sirokého
spektra terapeutickych uginkov na Tudsky organizmus. V databize Web of Science sa
nachadza niekolko tisic vedeckych ¢lankov potvrdzujucich antimikrobidlne vlastnosti
esencidlnych olejov vodi Sirokému spektru patogénov, ako st baktérie, virusy, mikromycéty a
mnohobunkové parazity. Mnohé §tudie st venované alimentdrnym, multirezistentnym &j
nozokomidlnym patogénom a vyuZitiu esencidlnych olejov  pri  spracovani, vyrobe
a skladovani potravin, prevencii alimentérnych ndkaz, & lietbe Zivot ohrozujucich ochoreni
spdsobenych multirezistentnymi kmefimi mikroorganizmov.

Kliestami prenaSané rickettsidzy patria medzi najstarSie zndme vektormi prenosné
zoonotické ochorenia. Ich pdvodcami su obligétne intraceluldre gram-negativne baktérie
zrodu Ricktettsia, ktoré sa mnoZia len vo vnutri Zivych buniek ich rezervodrov a hostitelov.
Mnohé druhy rickettsii vyvolavaju zavazné ag zivot ohrozujtice ochorenia. Rickettsia slovaca
je pdvodcom ochorenia, tzv. SENLAT syndrému (v star$ej literattire pod nazvami TIBOLA —
kliestami prend3and lymfadenopatia a DEBONEL — kliedtami rodu Dermacentor prenaSany
nekroticky erytrém a lymfadenopatia), ktoré sa najcastejSie prejavuje Unavou, bolestami
hlavy, bolestivym zvégsenim lymfatickych uzlin, bolestivou léziou v mieste kde bol pricicany
kliest, niekedy aj zvy$enou teplotou, vyrazkou alebo opuchom tvéare. Vektorom R. slovaca si
najmd klieste druhu Dermacentor marginatus, v mensSej miere 1 D. reficulatus.

Cielom pilotnej $tudie je stanovit’ protektivny G¢inok esencialnych olejov a inhibiciu
mnoZenia povodcu SENLAT syndrému pri infekeii Zivého organizmu.

Prinos z vykonaného projektu:

V pilotnej §ttdii overime, ¢i esencidlne oleje s in vitro stanovenymi antirickettsialnymi
vlastnostami ovplyviiuji mnoZenie R. slovaca pri infekeii Zivého organizmu, ktory je na tuto
baktériu vnimavy. Vdaka postupom ziskame unikétne vysledky, ktoré nam umoznia
objektivne, zo Statistického i biologického hladiska posudit’ profylaktické pésobenie
esencialnych olejov a ich vyuZitie ako alternativneho sposobu ochrany pred kliestami
prendSanymi patogénmi.



Ziskané vysledky budeme prezentovat’ na vedeckych podujatiach a publikovat vo
vedeckych a odbornych ¢asopisoch.

Druhy pouXityeh svierat aich predbefné podty:

Ako  modelovy organizmus na sledovanie ucinkov esencidlnych olejov po
experimentélne] infekcii 2, slovaca pouzijeme morcatd, o ktorych je zname, Ze st viimavé na
infekeiu tymto druhom rickettsie. M aximélny planovany potet zvierat Je 200 ks. V pripade, se
nebude potrebné opakovat' alebo optimalizovat postupy, budeme poéty pouZitych zvierat
minimalizovat’,

A4

viujma na pou¥ité Zvierata v

E?"redp@éd&dan;«;& nepriaznivy vpl
rameci vykondvania projeltu:

Laboratorne zvierata budy pocas celého pokusu chované g Standardnych podmienok
podla platnej normy EU, pridom sa budy respektovat” zékladné etické principy poZadované
pri zaobchadzani s pokusnymi zvieratami.

Mor¢atd su pre R. slovaca vaimavym hostitelom, plénujeme pouzit infeként davku,
ktord u chorych jedincov pri subkutdnnej infekeii spdsobi vznik kozného prejavu ochorenia -
escharu, ale neméZeme vylucit® ani zavazejsie prejavy. Preto budeme denne vizualne sledovat’
zdravotny stav zvierat aby sme véas zaznamenali prejavy zhorseného zdravotného stavy
(znizeny prijem potravy a tekutin, zniZena aktivita, apatia).

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratim podany pripravok na znfZenie bolesti.

Pri aplikécii esencidlnych olejov na okolie miesta vpichu/infekcie neocakdvame
Ziadny nepriaznivy ¢inok esencidlnych olejov. V pripade neo¢akdvaného vyskytu koznej
alergickej reakcie na niektors zloZku esencidlneho oleja bude zvieratdm po konzultcii
$ veterindrom podany pripravok na zmiernenie a liethy dermatitidy. Ani v jednom 3tadiu
pokusu nebudti mat’ zvierata obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun potravy a vody. Na
konci experimentov budg zvieratd huménne usmrteng.

L

Predpokladans uroveii krutosti:
Vychddzajic z klasifikdcie krutosti Jjednotlivych postupov, celkovd krutost postupov projektu
je mozné zaradit' do kategorie .stredné.

Jednotlivé postupy zarad’ujeme do kategérie:

Jednordzova subkutinna infekcia s Rickettsia slovaca ,»Slabé«
umiestnenie zvierat po jednom v klietke ,»Stredné®
dennd aplikdcia esencidlneho oleja ,»slabé
meranie rektdlne; teploty chorych jedincov ..slabé+
prezivanie infikovanych zvierat po dobu maximalne 21 dnj LStredné«
podanie anestézie pri ukonceni pokusu ,.slabés

celkova klasifikacia: L8ltrednés
Uplatiovanie zdsad 3R-

V stlade so zdsadami 3R sa pocas celého pokusu budy dodrZiavat postupy maximalne
zjemiujice pokus. Pre laboratérne zvierata budg pocas pokusov vytvorené dobré Zivotné
podmienky, obmedzi sa ich bolest’, utrpenie, ako aj pripadnd trvalg wma na minimum.

Nahradenie zvierat

o



Podl'a  zoznamu registra alternativnych  metéd (https://norccopano) analyza
interferencie csencidlneho  oleja S mnozenim  rickettsi a pricbchom  ochorenia VO
vinimavom Zivom organizme nie je mo¥nd bey modelového systému a Jje nevyhnutné pouzit’
vhodny zvieraci model. V tomto pripade je mozné pouZit’ moréa. VzhI'adom na nevyhnutnost’
pouZzitia laboratornych  zvierat sa v projekte sleduje a uplatituje najnovsia legislativa
v suvislosti so smernicami O pouzill zvierat na vedecké Ucely, kiorti uzakonil Eurépsky
parlament vo forme revidovane] smernice 2010/63/EU o zvieratach pouZivanych na vedecké
ucely, ktora nadobudla Ucinnost’ 1. januara 2013, ako aj Nariadenie Vlady Slovenske;j
republiky zo 14. novembrg 2012, ktorym sa ustanovuju poZiadavky na ochrany zvierat
pouzivanych na vedecké ucely alebo vzdelavacie ucely (Zbierka zakonov ¢. 377/2012)
a Vyhldska 436 Ministersty pddohospodarstyva a rozvoja vidieka Slovenske; republiky zo 14.
decembra 2012, kioroy S ustanovujt podrobnosti o poziadavkéch na ochrany zvierat
pouzZivanych na vedecké alebo vzdeldvacie ucely.

Redukeia poétu pouzitych zvierat

Jedna sa o pilotny studiu, takze je planované minimalne Mnozstvo zvierat, Vysledky
sa budd priebegne vyhodnocovat' a posudzovat’, a v pripade preukazania Statisticky
vyznamného Gdinkuy v Jednotlivych ¢iastkovych postupoch, alebo v pripade zistenia zavaznej
vyskumne; skuto¢nosti, dojde k zniZeniy poctu experimentalnych zvierat. Pocet pouzitych
zvierat cheeme zredukovar’ aj opitovnym pouzitim zvierat, ktoré v pokuse sluZia ako kontrolg
na neocakdvany vyskyt koZnej alergickej reakcie na esencidlny olej. Nakolko ucinky
esencidlnych olejov na organizmus st kratkodobé ana zvieratich z tejto skupiny okrem
aplikicie esencilneho oleja nie st planované iné postupy, je ich (v pripade Ze alergicka
reakcia nebola pozorovana) mozné opétovne pouzit.

Zjemnenie

Zvieratd v obdobif od dodania az do zaradenia do postupov (vrdtane obdobia karantény) budy
umiestnené v miestnost /zverinci/ schvélene] na tento u&e] a kontrolované osoboy
zodpovednou na starostlivost’ o zvierata a ich dobré Zivotné podmienky. Nadoby na zvierats
budtt umiestneng pri sebe, tak aby boli morgats v kontakte s ostatnymi jedincami, postup sa
zjemni vytvorenim obohateného prostredia t. J- pridanfm hragiek (senové gule, palicky,
tyCinky na obhryzanie, kusky mrkvy, jablko). Zvieratd budt handlovane, v postupe
planujeme pouzit subkutannu infekeiy namiesto infekcie prostrednictvom niekol’kodnového
cicania nfikovanych kliestov na hostitel'ovi, ¢o povazujeme za vyznamné zjemnenie,

Pri vyskyte bolestivych stavov bude zvieratam podany pripravok na zniZenie bolesti.
V pripade neogakavaného vyskytu koznej alergickej reakcie na niektort zlozky esencidlneho
oleja bude zvieratdm po konzultécii s veteringrom podany pripravok na zmiernenie a lie¢by
dermatitidy. Anj v jednom stadiy pokusu nebudi mat zvieratd obmedzeny pohyb, ani
obmedzeny prisun potravy a vody.

Projekt bude podlichat opidtovnému schvalovaniu: gno - jedns sa
¢ pilotna  Stadiu, na zaklade ktorej predpokladsme podanie
Ziadosti o schvilenie Projelctu

(D)



Priloha €. 2 :
44999/1¢ 22/

Netechnické zhrnutie projektu podl'a § 40 Nariadenia vlady SR & 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: U¢inok kombindcie roznych koncentricii antioxidantov s chitosanom a
hyaluronanom sodnym na hojenie ischemickych ran u kralikov

a) Informacie o cieloch projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte
a typoch zvierat.

Cielom Studif je wrCit’ a porovnat™ efekt lietby membrdnami obsahujiicimi chitosan
(CH), hyaluronan ~ sodny  (HA) spolu s antioxidantom  (MitoQ, ergotionein,
hercynin, dodecyltrifenylfosfonium bromid) v dvoch koncentracidach na proces hojenia
chronickych ischemickych ran u kralikov.
Kraliky sa podrobia operdcii v celkovej ilokélnej anestézii, ktord je nutna pre indukciu
modelu chronickej ischemickej rany a vychddza z predpokladancho spdsobu  uzivania
zdravotnickeho pripravku pri lietbe vulnusu. Pri prevdzovani amerani ran budd
experimentdlne jedince v Ciastodnej anestézii (Zoletil 25 mg/ke axylazin 16 mg/kg).
Pooperaény stav a doba pozorovania 15 dni st optimélne pri elimindcii nepriaznivych
vplyvov na zdravie zvierat dennym podévanim analgetika. Testované latky budu poddvané
priamo na indukované vulnusy.
Predpokladdme, Ze ujma na pouzitych kralikoch bude len v prvych dvoch ditoch o operécii,
kedy sa hoji incizne poranenie koZe. Pocas vietkych tkonov sa bude eliminovat’ stres a
utrpenie podanim Eiastoénej, resp. celkovej anestézie a dennou aplikdciou analgetika. Z
hladiska bezpecnosti budiceho zdravotného prostriedku pre ¢loveka prinos projektu vyrazne
prevySuje uyjmu u experimentéalnych zvierat.
Ocakavanym prinosom projektu bude vyvoj novych a bezpeénych zdravotnickych
prostriedkov z u€innych latok farmakologicky vyuZitenych v lietbe TIudi na hojenie
chronickych ischemickych rdn. Navyle sa ziskajti nové originalne poznatky o u¢inku
testovanych latok v kombinovanej lie¢be t'azko sa hojacich vulnusov u kralikov.
V projekte sa pouzije celkom 96 zvierat (dospelé kraliky vo veku 15 — 16 tyzdiov), s telesnou
hmotnostou v rozsahu 2000 — 3000 g. Podet 96 jedincov postacuje pre stanovenie U¢innosti
testovanych latok na hojenie ischemickej rany a porovnanie ich terapeutickych vlastnostf
s negativnou kontrolou. Experimentdlnym kralikom pred usmrtenim nebudu aplikované
ziadne cudzorodé latky.
Experimentdlny model u kralikov sa vyvold vytvorenim hypoxického prostredia v usnici
sekciou vybranych ciev snaslednou indukciou exciziondlnych ran. Po 15 diloch sa budd
sledovat” zmeny v procese hojenia poskodeného tkaniva. Testované latky sa budt vymiefiat’
kaZdy treti dei pracovnikom s dlhodobou praxou.
Celkovo v postupe budt vykonévané prace na zvieratich pri strednej urovni krutosti podl'a
klasifikdcie krutosti postupov. Vézenie zvierat, aplikdcia anestézie, analgetika, antibiotika
intramuskulérne sa hodnotia ako slabo kruté. Operécia, pooperacny stav, vyberanie stehov po
zakroku, prevdzovanie ran v celkovej anestézii budi na strednej trovni krutosti.



a) Preukazanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia

Zdasada nahradenia Zivyich zvieral (replacement)

Animalny model chronickych ran sa §tandardne pouziva pri sledovani Giéinkov potencialnych
latok ovplyviiujlicich proces hojenia. V medzindrodnych databazach (ECVAM, NC3R) sa
zistovali alternativne metédy, ktoré by nahradili pouitie experimentalnych zvierat.
V sucasnej dobe neexistuje validovana alternativna metoda testovania hojacich vlastnosti
latok na modeli chronickej ischemickej rany. Preto sa pouziva klasicka in vivo metéda. Kralik
doméci je systematicky najniZ§ie postaveny druh vhodny pre posudenie udinkov
zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Zasada obmedzenia poctu zvieral (reduction)

Projekt je planovany s minimdlnym poétom experimentalnych kralikov tak, aby nebol
ohrozeny ciel' projektu abola zabezpedend reprodukovatelnost i validita postupu  pre
fyzikélne, makroskopicko-morfologické a histologické analyzy, ako ajich Statistické
vyhodnotenie. Zvieratd budd saméieho pohlavia, rovnakého veku, resp. hmotnosti, aby sa
zabrdnilo vysokému rozptylu nameranych hodndt a tym Statisticky nesignifikantnym
vysledkom. Osem zvierat v skupine je optimalny pocet potrebny pre zistenie terapeuticke;j
efektivity testovanych latok, porovnanie ich Gginkov navzdjom anemdze byt redukovany.
Z dovodu Setrenia zvierat nebudt zaradené zvieratd v monoterapii, pretoze tieto udaje nie st
nutné pre hodnotiaci proces v tomto projekte.

Zasada zjemnenia (refinement)

Zvieratd budt po presunuti z chovného zariadenia v aklimatizacii a pocas experimentu po
Jednom v dostato¢ne velkych klietkach (rozmery 60x70x45cm, plocha 4200 cm?)
za stanoveneho svetelného, tepelného a kfmneho rezimu. Po operacnom zasahu sa ustajnia
individudlne, aby sa zamedzilo vytrhnutiu stehov, narudeniu hojaceho procesu i prijimania
krmiva. Na zabrdnenie vzniku pooperatnych zépalovych reakcii sa pouzije antibiotikové
krytie pocas prvych troch dni. Operatné zakroky budt vykondvané skusenym odbornym
pracovnikom s dlhorotnou praxou. Kraliky pocas postupu preziju vyraznej$i stres
v operacnom  a pooperaénom obdobi, ktory sa bude minimalizovat podanim anestetik
a analgetik. So zvieratami sa bude zaobchadzat Setrne a prostredie klietky sa obohatf

predmetmi na hru aohryzovanie. Eutandzia sa vykona bezbolestne v hlbokej celkovej
anestézii.

Projekt bude podlichat’ opitovnému schvalovaniu: nie



Priloha ¢é. 4

Netechnické zhrnutie projektu podra §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia viady SR &. 377/2012

Nazov projektu:
Mechanizmy pruritu rezistentného voéi lie¢be

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4 4 ¥4/4¥ —c2 /]
Kracové slova v projekte ( max 5 slov): pruritus, mastocyty, nervove vlakna, Mrg receptory
Ugel projektu’: Zakladny vyskum, transla¢ny

Opisat’ ciele projektu:

Nasim dihodobym ciefom je lepSie pochopenie mechanizmov pruritu, najma histamin-nezavislych
signalnych drah, ktoré reprezentuju potencialne nové ciele pre vyvoj lie¢iv a teda aj zefektivnenie
lieChy. Klugovym krokom k aktivacii neurénov viakien sprostredkujdcich pruritus (NVSP) je aktivacia
mastocytov. Granuly mastocytov obsahuju, okrem histaminu, mnozstvo mediatorov vratane peptidov,
ktoré mozu stimulovat nervové zakonéenia NVSP. Pésobenie histaminu moze byt zablokované
pouZzitim antihistaminik, avéak na prurite, ktory je rezistentny voéi liedbe sa podielaju prave histamin-
nezavisle mechanizmy. V ramci projektu budeme skumat tlohu nedavno objavenych receptorov
Specificky exprimovanych na NVSP, Mrg receptorov, vo vzajomnej komunikacii medzi NVSP a
mastocytmi.

Ciel. Stanovit klucové signalne kroky histamin-nezavislej aktivacie NVSP.

Predpokladame, ze aktivacia NVSP je sprostredkovana Mrg receptormi, konkrétne MrgC11. Budeme
Studovat’ expresiu Mrg receptorov v nervovych vlaknach sprostredkujucich pruritus pomocou
jednobunkovej RT-PCR a aktivaciu NVSP mediatormi mastocytov prostrednictvom elektrofyziologie.
Pouzijeme na$ unikatny ex vivo preparat inervovanej koze z mysi, Mrg ,knockout® zvierata (Mrgpr-
clusterA+), selektivne inhibitory a shRNA na génovy ,silencing” Mrg receptorov u zdravych zvierat aj v
zvieracom modeli atopickej dermatitidy. Kedze keratinocyty predstavuji najpocetnej$i druh buniek
v koZi, budeme skimat ich schopnost aktivovat NVSP alebo iné vlakna inervujice kozu.

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

V rédmci tohto projektu chceme prispiet’ k lepsiemu pochopeniu mechanizmov histamin-nezavislej
aktivacie nervovych vlakien sprostredkujucich pruritus a popisat kludove kroky vo vzajomnej
komunikacii mastocytov a NVSP. Predpokladame, Ze identifikacia a popisanie tychto procesov
poskytne poznatky dolezité pre vyvoj efektivnejsich liegiv so Specifickym zameranim na pruritus
rezistentny voéi antihistaminikam. Hypotézy, ktoré predkladame v tomto navrhu neboli nikdy doteraz
skimané a predstavuju novy zdroj poznatkov.

Ocakavame, Ze histamin-nezavisla aktivacia NVSP je vo velke] miere sprostredkovana Mrg
receptormi. Na zaklade doteraz publikovanych studii (12) a nasich predbeznych vysledkov
predpokladame, Ze konkrétne MrgC11 hra klugovt ulohu v procese aktivacie. Odakavame, Ze
objasnime hlavné kroky intracelularnej signalnej drahy nasledujlcej po aktivacii MrgC11 receptora tak
ako sme to nedavno ukazali v pripade MrgA3 (1). Budeme testovat nasu hypotézu, Ze aktivacia
MrgC11 aktivuje fosfolipazu C, ¢o vedie k otvoreniu chloridovych kanalov a efluxu chloridovych
anidnov do extracelularneho priestoru. Vysledkom je depolarizacia membrany nervového viakna a
generacia akénych potencialov.

Ocakavame, Ze blokovanie histaminového receptora H1 a $pecificky génovy "silencing” klugového
Mrg receptora zabrani aktivacii NVSP sprostredkovanej aktivaciou mastocytov.

Budeme pouzivat' zvieraci model atopickej dermatitidy, kde odakavame zvySenu odpoved v pripade
priamej aktivacie klG&ového Mrg receptora pouzitim agonistov, ale aj v pripade nepriamej stimulacie
aktivaciou mastocytov. Predpokladame, ze Mrg receptory budd hrat kit¢ova dlohu vo vzajomnej
komunikacii medzi mastocytmi a NVSP aj v modeli atopickej dermatitidy. Sme presvedéeni, ze
realizaciou navrhnutych experimentov ponukneme niekolko unikatnych cielov na vyvoj novych liegiv
SO zameranim na pruritus rezistentny voci liebe antuhistaminikami. Nasa metodika umoziuje
identifikaciu molekul v aferentnych nervovych viaknach, vhodnych na topické pouzitie (priamo na
kozu), o mbze byt v budlcnosti prospesné pre pacientov, kedZe nebude dochadzat k interakcii
s traviacim alebo centralnym nervovym systémom. Pruritus rezistentny voci liecbe anithistaminikami
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sa vo velke] miere vyskytuje u pacientov trpiacich atopickou dermatitidou, nage vysledky pomaézu
K lepsiemu pochopeniu patologickych procesov, stanovia mechanizmy interakcie mastocytoy
a nervovych viakien spotredkujucich pruritus a tym pomozu k identifikacii novych molekularnych cielov
na vyvin efektivnych liegiv.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
Mys laboratérna (Mus musculus), C57BL/8J . Samce, celkovy podet: 286/4roky

Metodické postupy, ktore pouZijeme pri realizacii projektu pouzivame dlhodobo a velmi sa osveddili v
ramci  rieSenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych  aloh. Tieto metody zahffaju:
senzitizacia ovalbuminom (intraperitonealna injekcia ovalbuminu), zvieraci model atopickej dermatitidy
(opakovana expozicia ovalbuminu na sterilnej gaze pripevnenej na kozu), retrogradne znadenie
spinalnych neurénov inervujlcich kozu (v kratkodobej anestéze bez porusenia/poskodenia koznej
bariéry), transfekcia spinalnych ganglii AAV virusovym vektorom (minimainy chirurgicky zakrok v
kratkodobe;j anestéze, ktorym sa exponuje spinalne ganglium a injektuje AAV virusovy vektor).
Uvedené experimenty sg z nasej skisenosti dobre tolerovane, zvierata sa po kratkodobe| anestéze
dobre zotavujt, po prebudeni rychlo nastupuje motoricka aktivita apo hodine st dplne &ulé so

V pripade experimentov bez moznosti zotavenia zvierat'a (disekcia koze a/alebo ganglii za ucelom:
extracelularnegj elektrofyziologie individualnych nervovych vlakien, Jednobunkovej RT-PCR) bude
usmrtenie vykonane humannym spésobom - inhalaciou CO2 a nasledne 8a vykonava disekcia na
pripravu preparatu tkaniva, kedy sa prestrihne srdce a zviera vykrvaca (tkanivo je tak ogistené od
krvi).

Experimenty s pripravené tak, aby sa maximalne vylicil strach, zbytocna bolest a Utrpenie zvierat
a aby boli zvierata Vyuzité humanne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov. Velks
pozornost bude zamerana na adaptaciu s personalom a laboratornym prostredim.
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Predpokladana aroven krutosti:

Experimenty, ktoré budiu v ramci projektu vykonavané na zvieratach spadaju podla prilohy 4
Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.do nasledovnych kategori:

slabé:
- retrogradne znacenie spinalnych neurénov inervujlcich kozu (zvieratam sa v kratkodobej anestéze

spristupni epidermis za pouZitia holiaceho strojéeka bez najmensieho poranenia/poskodenia koznej
bariéry. Exponovana epiderma sa potiera fluorescencnou farbickou Dil)

bez moznosti zotavenia:

- disekcia koze a/alebo ganglii za tudelom: extracelularnej elektrofyziologie individualnych nervovych
viakien, jednobunkovej RT-PCR

Uplatfiovanie zasad 3R

Nahradenie:

Alternativne metddy na studium excitability neurénov sprostredkujucich pruritus neexistuji. Nie je
mozné pouzit' iny laboratérny zivoCisny druh, pretoZe prave u mysi boli vytvorené jedinedne geneticky
modifikované kmene, ktoré st kltgove pre nas vyskum, ale aj pre porovnanie vysiedkov s inymi
vedeckymi timami. Prieskum databaz ukazal e vzhladom na komplexnost podtypov spinalnych
neuronov nie je mozné pouzit modelovanie ani jednoduchsie systémy (bunkové kultdry a pod.)

Redukcia:

Pocet zvierat je zredukovany na najnizsi pocet, potrebny na validaciu a reprodukciu vysledkov. Pocdet
zvierat je tiez maximalne redukovany logistikou experimentov, tj. pouzitim minimalnej moznej (jednej)
kontrolnej skupiny pre véetky skupiny s testovanymi latkami. Dalie znizovanie poCtu experimentov je
spojené s rizikom falogne negativnych alebo falosne pozitivnych vysledkov, ktoré by potencialne viedli
k' necpodstatnenym experimentom na dal§ich zvieratach. Ak véak v ciastkovych experimentoch
priebeznou Statistickou analyzou dosiahneme relevantné vysledky, je v nasom najlep§om zaujme
znizovat planovany poéet zvierat.

Zjemnenie:

Metodiky na elektrofyziologické, RT-PCR &tudie a znadenie neurénov sa vyvijali a vylepsovali
{refinement) v obdobi poslednych 20 rokov na zaklade a v sulade s najnovsimi poznatkami z oblasti
neurofyziologie. Na§ vyskum sa opiera o najmodernejSie metdédy $tudia nervove] aktivity, ktoré sa
pouzivajl na najprestiznejsich vyskumnych pracoviskach na svete.

Senzitizacia ovalbuminom

Mysi st aktivne senzitizované ovalbuminom (75ug, Sigma) s hydroxidom hlinitym (2.6 mg, Sigma) v
roztoku PBS (celkovy objem: 200ul). Roztok je Lp. injektovany 3 krat (1., 3. a 5. den) (1, 20).
Senzibilizované mysi su potom umiestnené do centraineho zverinca so &tandardnou starostlivostou
v stlade s platnou legislativou. Podavana davka alergénu je nizka (75ug ovalbuminu/ 1 injekeiu / 1
zviera) preto neodakavame anafylaktickl reakciu. Prezivaju dobre, nestracaju chut do jedla,

analgetika nie sU potrebné. Zvierata su pre ucely experimentu usmrtené tyzden od poslednej injekcie
ovalbuminu.



Zvieraci model atopickej dermatitidy

Budeme pouzivat osved€eny model atopickej dermatitidy u mysi. v strucnosti, patologické zmeny su
indukované opakovanou expoziciou alergénu (ovalbuminu). 100 mg ovalbuminu v 100 m|
fyziologického roztoku (kontrola - len 100m| fyziologického roztoku) s umiestnené na sterilny gazu a
pripevnené na oholent kozu zvierata v celkovej anestéze (Zoletil 50). Gaza sa na kozu pripeviuje
paskou, ktora dobre prilieha na kou. Presah pasky nad gazou je dostatoény, aby sa zaistilo dobré
priliehanie a zviera si ju nestrhlo.

Expozicia alergénu prebieha pocas 3 jednotyzdriovych intervalov, ktoré s od seba oddelené
dvojtyzdiovymi intervalmi bez expozicie alergénu. Casovy priebeh senzitizacie znazoriuje nasledujici
obrazok:

expazicia alergénu _expozicia alergenu

L i s g expozicia alergénu
(1 tyzden) ’ 2.tyzdne bez expozicie (1 tyzdef) 2 tyZdne bez expozicie b 9

(1 tyzden)

Senzibilizované mysi st umiestnené v centralnom zverinci so &tandardnou starostlivostou v sulade
s platnou legislativou. Zvierata pocituju dyskomfort v podobe svrbenia a na koZi sa im objavia prejavy
atopickej dermatitidy (vazodilatacia-zadervenanie koze). Spdsobeny dyskomfort nie je mozné znizovat'
podavanim liediv, kedze by to mohlo ovplyvnit vysledky experimentu. Chut' do jedla je nezmenens,
hmotnost' sa neznizuje, prezivanie zvierat nie je skratené. Na $tudium mechanizmov nervovej &innosti
nie je nadim zamerom maximalizovat drazdivost' nervov, prave naopak, cielom je jemné zvysenie
aktivity, preto neotakévame zmenu chuti do Jedla, znizovanie hmotnosti alebo skratené prezivanie,
Stav mysi vsak bude v Centralnom zveringi denne monitorovany a bude sa hodnotit skore pre human
end point. Nazov modelu ,atopicka dermatitida® sme zvolili v projekte, aby evokoval podobnost
v humannej medicine.

Retrogradne znaéenie spinalnych neurénov inervujiicich kozu

MySiam sa v kratkodobej anestéze (Zoletil50) v oblasti trupu oholi koza (cca 3x3cm) holiacim
strojcekom. Fluorescenéna farbigka Dil (0.1%) v roztoku PBS (celkovy objem: 200ul) sa nanesie na
vatovy tampén, ktorym sa potiera obnazena epiderma. Pouzivana fluorescenéna farbicka (Dil) je
inertna - netoxicka, nedochaza teda k funkénému poskodeniu neuronov, ktoré tato farbicku do seba

prijimaju endocytdzou. Zvieratd st na 2 tyZzdne umiestnené do zverinca, kde preZivaju s najvadsou
starostlivostou. V tomto obdobi flourescenéna znacka difunduje aferentnymi axénmi z kose do
spinalnych ganglii. Zvierata st usmrtené 2 tyZdne po zéakroku, aviak z vlastnych skusenosti vieme, ze
prezivaju normalne, nedochadza k zhorseniu zdravotného stavu alebo chudnutiy. Analgetika nie sy
potrebné.

Transfekcia AAV virusovym vektorom

AAV vektory s shRNA selektivnou pre jednotlivé Mrg receptory budu pocas celkovej anestézy (Zoletil
50) injektované do chirurgicky spristupnenych ganglii - dorsal root ganglia (T9 alebo T8), &im sa
dosiahne selektivna inhibicia expresie jednotlivych subtypov Mrg receptorov. Nage doteraz
publikované &tidie ukazuju, Ze tato metdda umoZziuje selektivny a efektivny "knock-down" cielenych
receptorov (23-24). Po ukoné&eni procedUry su zvieratd umiestnené na 8 tyzdfiov do zverinca, kde
prezivaju s najvacsou starostlivostou. Vtomto obdobi flourescenéna znacka difunduje aferentnymi
axonmi zo spinalnych ganglif do nervovych zakondeni v kozi KedZe pre agely experimentov je
potrebneé, aby znagenie neposkodzovalo funkciu neuronov, chemikalie pouzitg pre znacenie su
inertné-netoxické a neinteragujl s inymi zlozkami v neurone-neposkodzuji ho — zvierata nepocituju
bolest' — nie su potrebné analgetika a dobre prezivaju.

Experimenty bez moznosti zotavenia zvierat'a:

V pripade experimentov bez moznosti zotavenia zvierata (disekcia koze a/alebo ganglii za ucelom:
extracelularnej elektrofyziologie individualnych nervovych vlakien, jednobunkove;j RT-PCR) bude
usmrtenie vykonané humannym spésobom - inhalaciou CO2 anasledne sa vykcnava disekcia na

pripravu preparatu tkaniva, kedy sa prestrihne srdce a zviera vykrvaca (tkanivo je tak odistené od
krvi).



Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: ano ni
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Priloha ¢, 2

Netechnické zhrnutie projektu - 4555 //? &4

Nazov projektu: Analyza bioaktivnych latok asociovanych s Mys$im herpetickym virusom s an-
tiproliferativnymi a imunomodulaénymi vlastnostami v podmienkach in vitro a in vivo,

KPicevé slova:
gamaherpesvirusy, MHV-68, rastovy faktor asociovany s MHV-68, nddorové bunkové linie

Utel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel projektu:

Protinadorové terapia je v centre zdujmu vedcov a klinikov neustale, pretoZe nedostatoéné odpoved
niektorych typov nddorov na stéasnt lie¢bu je pretrvavajlicim problémom. HFadanie novych lie-
¢ebnych modalit, najlepsie biologického pdvodu, je preto nevyhnutnostou. Cielom planovaného
projektu je charakterizovat’ in vivo profylakticko-inhibi¢ny a terapeuticky G¢inok bioaktivnych latok
asociovanych s MHV-68 na tvorbu nadorov,

Prinos projektu:

Doteraz boli bioaktivne l4tky asociované s MHV-68 Studované najmi v podmienkach in vitro, na
nadorovych bunkovych liniach. Tieto modely vSak nedokazu tplne simulovat podmienky v nado-
rovom tkanive, ktoré okrem nadorovych buniek obsahuje aj rdzne bunkové a molekulové kompo-
nenty nadorovej stromy, heterogénnu bunkovi hustoty a rdzne gradienty nutriénych latok, iénov a
kyslika. Pre potvrdenie hypotézy o antiproliferaénych té¢inkoch bioaktivnych latok asociovanych s
MHV-68 je nevyhnutné $tudovat’ ich funkciu a terapeutické posobenie aj in vivo, na modeli mySi s
nadorovymi alograftami alebo xenograftami. Tento model umoziuje dosiahnut’ relativne $tandardné
podmienky rastu nddorov v mysiach a sledovar’ terapeuticky efekt rdznych latok.

Ocakavame, Ze vysledky projektu poskytnii ddleZité predklinické lidaje nevyhnutné na racionalny
dizajn a zdokonalenie klinickych pokusov. '

Polet a druh pouZitych zvierat:

Pouzivat’ budeme mys laboratérnu, kmene BALB/c alebo NMRI.

Planovany poget zvierat pocas pokusu je 190 ks mysi.

Zvierata budi pochadzat’ od schvélenych dodavatel'ov a chovatePov: ANLAR s.r.o; Videriskd 1083;
142 20 Praha, Ceska republika; 15526/2017-MZE-17214; Masarykova univerzita Brno, Kamenice
¢. 5,62 500 Brno 25, &islo schvéilenia zariadenia / CZ -62760157/61.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na PouZité zvierata v ramei vykondvania projektu:
PouZité zvierata podstiipia neinvazivne zéakroky, akymi sti: subkutanne podanie nadorovych buniek,
odoberanie mod&u, meranie rastu nadorov, meranie hmotnosti zvierat, humédnne usmrtenie zvierat. 7
invazivnych zakrokov podstipia opakované intravendzne podavanie bioaktivnych latok, v ptripade
kontrolnych my3i opakované intravendzne podavanie placebo (fyziologického roztoku),
Nepredpokladdme, Ze by rast nadorov sposobil wjmu na pouZité zvierata, lebo nadory ne-
metastazuju a nechajii sa dordst maximalne do 1 cmd, Opakované intravenézne podanie bio-
aktivnych latok viak zvieratim méze spdsobit’ stres a ujmu.

Zdravotny stav my$i sa bude denne kontrolovaf’ aj v skupine kontrolnych myi, aj v skupine mysi s
nadorom. U my$i s vyvinutym nadorom budeme sledovat’ ich spravanie, &i majU zhrbeny postoj,
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zmenu vyrazu tvare, stratu hmotnosti a u BALB/c mysi aj najeZenie srsti. Za human end point bu-
deme povaZovat zmenu vyrazu tvére podla publikdcie (Dale J Langford ef al., 2010: Coding of
facial expressions of pain in the laboratory mouse, NATURE METHODS| VOL.7 NO. 6 JUNE
2010; doi:10.1038/nmeth.1455), pri ziskani minimalne 4 bodov v zmene vyrazu tvare bude my$
utratend. Rovnako bude mys§ utratend v pripade straty hmotnosti nad 10 %. My$i sa usmrtia cervi-
kalnou dislokaciou pri celkovej anestézii. Usmrtenie zvierat na konci pokusu je nevyhnutné pre
ziskanie nadorového tkaniva a inych organov.

Predpokladani tiroveii krutosti: celkova trovesi krutosti postupov v projekte je stredna.
Silad s peziadavkami ,,3R“

Nahradenie:
Hlodavce v tomto §tadiu experimentov nie je mozné nahradit’ bunkovymi kultirami, ani ni%$m
druhom Zivoéichov. Experimentom na zvieratach predchadzali $tudie v in vitro podmienkach.

Obmedzenie:

Pocet zvierat v skupinach je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky Statisticky vy-
hodnotené. Projekt je rozdeleny do dvoch Casti, priom ka?da Cast je zloZend zo 6 ¢iastkovych po-
kusov. Vysledky jedného &iastkového pokusu budt vyuZité na optimalizaciu d’al$ieho ¢iastkového
pokusu (najmé ¢o do davkovania a koncentricie skumanej latky). Ziaden z Ciastkovych pokusov
nebude bezddvodnym opakovanim predchddzajiiceho Eiastkového pokusu. Ak ziskame signifikant-
ne data z mensieho podtu &iastkovych pokusov, nebudeme realizovat vietkych 6 planovanych &ias-
tkovych pokusov.

Zjemnenie:

Zvieratd budd drZané v skupinach umoziujlicich prirodzené socidlne spravanie so stalym prisunom
potravy a pitnej vody. Budi mat’ obohatené prostredie materidlom na stavbu hniezd a tikrytov. Pod-
T'a naSich skusenosti a tidajov z literatlry, subkutdnne nadory tohto typu, do velkosti 1 cm® nespo-
sobuji myS$iam vyznamnu zdravotni ujmu, nakolko nddory neprerastaju tkanivé a nemetastazujii.
Neinvazivne a invazivne postupy, ako st napr. subkutanna aplikacia nddorovych buniek a intrave-
nézna aplikacia bioaktivnyh 1atok, predstavujii skoro bezbolestné tikony. Mame vypracované postu-
py, ktoré minimalizuj traumatizaciu zvierat pocas injekénych aplikacii. Zdravotny stav zvierat bu-
de denne kontrolovany. Na projekte sa buda podielat’ len skiiseni pracovnici vyskoleni na pracu s
laboratérnymi zvieratami. Zvierats s va¥ne zhorSenym zdravotnym stavom bud eutanazované.

Spiitné postdenie projektu:
Ano
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Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Biocementy na regenerdciu chrupkového tkaniva.

v . v { ™
Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 46 T&///l “624

Klacové slovd v projekte: osteochondralny defekt, oSipand, biopolymérny substrat,
implantacia, regenerécia, in vivo testovanic, biokompatibilita

Utel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Ciel'om postupu je sledovanie procesu regenerécie osteochondralneho defektu kibovej chrupky
a sledovanie biologickej integrécie inovativneho biocementového substratu (kalcium fosfatovy
samotuhntci biocement) implantovaného do miesta osteochondralneho defektu s okolitym,
nepoSkodenym tkanivom. Jedna sa o hlboké defekty, ktoré prestupujui cez hyalinnu chrupku
smerom do subchondrdlneho kostného tkaniva. Implantovanim fyziologicky prijateného
materidlu je moZné korigovat’ a terapeuticky riesit’ rdzne typy osteochondralnych defektov.
Pouzijeme spominany typ biocementu na riefenie osteochondralnych defektov u osipanych,
ktoré su funkéne, $trukturalne, klinicky aj patologicky najblizsie traumatickym poskodeniam
uludi. Cielom projektu je aplikdcia inovativneho biokompatibilného materialu, ktory bude
schopny nahradit’ poskodené tkanivo a ovplyvnit’ proces regenerécie. Zabezpedi nielen obnovu
poSkodeného segmentu osteochondralneho tkaniva, ale a navodi tvorbu 3truktirne a
kvalitativne plnohodnotnej hyalinnej chrupky. Findlnym ciclom bude redukcia symptomov
vyplyvajicich z pokodenia osteochondrélneho tkaniva, zlepSenie kongruencie kibu
rekongtrukciou  kibového povrchu aprevencia dalfej degeneracie kl'bovej chrupky
a subchondralneho kostného tkaniva.

Prinos z vykonaného projektu:

V oblastiach mediciny, v ktorych je potrebné implantovat’ do ['udského tela fyziologicky
prijatelny material (maxillofacidlnej, regenerativnej a rekonStrukenej chirurgie), ako aj
korigovat’ a terapeuticky riedit’ rozne typy osteochondralnych defektov, sa vyskum sustred’uje
na pripravu materidlov s vysokou biokompatibilitou s Pudskymi tkanivami. Medzi materialy
spitiajuce vy8Sie uvedenti charakteristiku, a ktoré maju aj d’alsie priaznivo posobiace viastnosti
na proces hojenia tvrdych tkanfv ako sg osteoindukeia, osteokondukcia, netoxickost patria
progresivne materidly na baze kalcium fosfatov, ktoré budd pouZité v nasich postupoch. V
suCasnosti nie st zndme priame aplikdcie kalcium fosfatovych cementov v komplexnom



spracovani hlbokych defektov a najmi ich vplyv na tvorbu Struktimme a kvalitativne
plnohodnotnej hyalinnej chrupky. Pouzity bioaktivny finalny produkt, tak ako aj jednotlivé
zloZky cementovej zmesi. svojimi vlastnost'ami umoZiuju formovanie plastickej pasty a tym je
preduréeny na efektivne zaplnanie osteochondralnych defektov vzniknutych rdéznym spdsobom
(arazom, patologické zmeny atd’.). Vyhodou cementovej pasty na béze tetrakalcium
fosfat/nanomonetit je vynikajiica viskozita a konzistencia na plnenie kostnych defektov alebo
foriem akychkolvek tvarov, &o prindSa vyrazny progres v rie§eni nerovnych povrchov.
Predkladany prinos bude spoéivat’ v dosiahnut{ novych, singulérnych poznatkov tykajicich sa
terapie  osteochondralnych  defektov pomocou inovativnych biocementov a ich
biokompatibility, s o¢akavanou plnohodnotnou regeneraciu  osteochondralneho kostného
tkaniva v mieste vytvorenych defektov. Tento model vzhladom na $pecifickost a originalnu
pripravu biomateridlu nie je celosvetovo dostupny a poskytne nové a unikitne poznatky
v procese regenerdcie osteochondralneho tkaniva u oSipanych. Na§im vyskumom v
predklinickom in vivo testovani na zvieracom modelj osipanej prispejeme k vytvéraniu novych,
excelentnych terapeutickych postupov v regeneracnej medicine s naslednym strategickym
prinosom pre huménnu klinicku prax.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbe’né pocty:

V postupoch budti pouzité odipané (slovenska biela uslachtild), v poéte 20 ks na celt dobu
rieSenia projektu.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rimci vykonavania
projektu:

V priebehu projektu sa budi na zvieratach vykonédvat” zékroky, ktoré si vyzaduj anestéziu
a pouZitie analgetik. Osipanym vo veku 4-5 mesiacov sa navodi defekt kibovej chrupky
v kolennom kibe. Lavy kolenny kib bude chirurgicky spristupneny z Iavej lateralne;j strany, rez
bude vedeny od medidlneho patelarneho vizu distalne k tibidlnej drsnatine. Kolenny kib bude
spristupneny nad zat'azovou plochou medidlneho kondylu stehnovej kosti. Porusi sa subkutdnne
viizivo a povrchovad fascia. Osteochondralne defekty budu vykonané v oblasti distdlnej epifyzy
(lavy medialny kondyl) o priemere 8 mm a hibke 10 mm. Miesto vytvoreného defektu sa
nasledne vyplni novou, origindlne pripravenou biocementovou pastou. Organizmus sa
vyznaduje schopnost'ou resorbovat’ a remodelovat’ kalcium fosfaty. najmé s nanokrystalickym
az amorfnym charakterom prakticky bez akychkol'vek sekundarnych ucinkov alebo lokalnych
zapalovych procesov po implanticii. NavySe vyrazné zniZenie hodnoty pH v pociato¢nych
fazach tuhnutia zabezpetuje dostatoéne vysokt hodnotu z hladiska antimikrobialneho
pdsobenia po aplikédcii a zaroven znizuje intenzitu drézdenia okolitych tkaniv. Po celd dobu
vykondvania operadného zakroku budii zvieratd monitorované. Po jeho ukondeni sa podaju
analgetika a zvieratdm bude poskytnuta veterindrna starostlivost’ v sulade s podmienkami
vedenia anestézie a starostlivosti o pacientov v pooperaénom obdobi.

Proces regenerdcie osteochondralneho tkaniva bude sledovany poc¢as 3 mesiacov po
implantacii. Zaroven sa bude v pravidelnych intervaloch analyzovar stupeil funkéného
vylepSenia. Cas prezivania zvierat zaradenych do postupu sa upravi v zavislosti od ich
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aktudlneho funkéného stavu. V priebehu postupu sa zvieratdm nebude sposobovat’ zbytoény

strach, bolest” a utrpenie. So vSetkymi zvieratami sa bude manipulovat’, budi umiestnené
a poskytne sa im starostlivost’ v sulade s poZiadavkami uvedenymi v nariadeni vlady SR ¢.

377/2012.

Predpokladana droveit krutosti:

Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme krutost’ postupov oznacit’ ako ,,stredni".

Charakteristika postupu

Vplyv na zviera

Vazenie zvierat

Kratkodoby stres spdsobeny manipuldciou zvierat.
Bolestivost’ Ziadna. DiZka tkonu 1-2 min.

Intravendzna aplikicia liediv

Standardnd metdda. Kratkodoby, minimalny stres.
Bolest” slaba. minimalna, dizka tkonu 30-60 !

i
{

sekund. ‘

Intramuskuldrna aplikacia lie¢iv

Standardna metoda. Kré‘tigag@mstres spéséﬁiy |

—

manipuldciou s obmedzenim pohybu. Bolest slabs,
dlZka ukonu 10-30 sekdnd.

Odber krvi

Standardnd metéda, Pre odber krvi sa pouZije zila v.
cava cranialis. Je to kratkodoby stres sposobeny
manipuldciou s obmedzenim pohybu. Bolest’
strednd, dika ikonu 30-60 sekund.

RTG vySetrenie

Kratkodoby stres spbsobeny manipuldciou s
obmedzenim pohybu. Bolest vzhl'adom na
aplikdciu sedatfvnych latok im. - stredna, dizka
Ukonu 10 minut.

Palpaéné vySetrenie kolenného kibu

Kratkodoby stres spésobeny manipuldciou s
obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba, dlzka tikonu
1,5-2 minuty. -

Chirurgicky zakrok

-
Monitorovacie obdobie

Kratkodobd anestézia v trvani maximalne do 20
minit. - Artrotomicky bude spristupneny Tlavy
kolenny kib a po  navodeni traumatického
poskodenia kibovej chrupky bude/nebude defekt
chrupky vyplneny biocementom. Bolest’ vzhl'adom
na aplikdciu sedativnych latok i.m. — stredna, pri
aplikdcii anestézie slaba. .

Kazdych 24 hodin po dobu 7 dni po zakroku budn
zvieratdm poddvané antibiotik4 a protizépalové
lieky. V postoperagnom a monitorovacom obdobi
(3-mesaéné preZivanie po zakroku) bude do 1.
mesiaca 2x denne zaznamenivand hodnotenie
celkového zdravotného stavu, telesnd teplota,
konzistencia trusu, hodnotenie bolestivosti a
hodnotenie  stupfia  krivania, Vzhl'adom na
prevedenie a dizku tikonov Je bolestivost’ stredn4




Uplatiiovanie z4sad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Vykonali sme i Vilro testovanie cytotoxicity pripraveného biocementy pomocou chondrocytoy
a osteocytov, ako alternativy k zvieracim modelom. Vysledky stadia i vitro Cytotoxicity na
uvedenych cementoch jasne preukdzali fiecytotoxickost cementoy g ich extrakiov v zmysle
normy STN EN SO 10993-6 ako aj zvydenie biologickej aktivity osteoblastov.

V projekte sa ale jednd o technicky nové rieSenie a vasig Cast’ postupov by bola pouzitim
alternativnych metgd nehodnotitelna, pretoZe zavis{ na mnohych endogénnych aj exogénnych
faktoroch, Vzhladom [ tymto skuto&nostiam 2 nevyhnutnému findlnemuy testovaniu
fyziolo gickych a patofyziolo gickych U¢inkov, nie Jje moZné vykonat’ eXperimenty zamerané g
analyzu procesov hojenia osteochondrdlnych defektoy alternativnym spdsobom beyz pouZitia
zvieral. Zvazovali sme pouZitie malych hlodavcov a krélika ako zvieracicho modelu, aviak
zloZenie a Struktirg osteochondrélnehg tkaniva, velkostng parametre, hribka chrupky, spésob
a rychlost’ regenerdcie, lyziologické pomery (charakter rastovej platnicky), ako aj zataz
v oblasti kolenného kibu nezodpovedajn podmienkam zvieracieho modely s ohl'adom na
vlastnosti osteochondralneho tkaniva u Pudj.

Z tychto dovodoy bola ako modelové zvierg zvolena oSipand, ktorg vykazuje podobny
Strukturdlny charakteristiky a rychlost’ regenerscie ako osteochondralne tkanivo u ¢loveka,

2. Redukeia pocltu zvierat:

Postup je naplanovany tak, aby bolo pre dosiahnutie ocakdvanych vysledkov maximalizované
mnozstvo vystupnych informécii s PouZitim miniméalneho poctu zvierat. v postupe bude
pouzitych 20 ks zvierat. Budu zostavené g testované 2 skupiny (experimentalna skupina - 15
ks a kontrola — 5 ks), ¢o je mimmalny poéet zyierat pre Statistickeé vyhodnotenie a ziskanie
Statisticky relevantnych vysledkov. Zaroves musime prihliadnut’ na ispesnost’ modely ktora
sa méZe zniZovat’ pocas dlhodobéhg preZivania (3 mesiace).

3. Zjemnenie:

Vsetky zakroky, ktoré budi na zvieratach uskuto¢nené, budy vykondvané pod celkovou
anestéziou, t.j. nebudy pre zvieratd bolestivé, Po ukoncenf chirurgického tikony budi zvieratam
Vv pravidelnych Intervaloch av prislugnej davke podavané analgetikd. Pogas sledovaného
obdobia budy Splnené vSetky Standardy na umiestnenie, chov g veterindrnu starostlivogt’ podla

platne;j legislativy.

Projekt bude podlichat’ opétovnémy schvalovaniu: 4ng nie



