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Nazov projektu: Oxid dusnaty v mozgovej kdre: od génov k schizofrénii
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: €.k. Ro-591/17-221
Kracové slova: oxid dusnaty, socialna izolacia, prepulzna inhibicia
Uéel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu:

Cielom projektu bolo prispiet’ k objasneniu Ulohy signalizacie oxidom dusnatym (NO) v patofyziologii
schizofrénie. V animalnom modeli schizofrénie zalozenom na chove potkanov v socialnej izolacii bolo
ciefom preskamat suvislost medzi tvorbou NO v mozgu, redoxnou rovnovahou v mozgovom tkanive,
GABAergickou signalizaciou, a zmenami v spravani zvierat, ktoré st podobné priznakom schizofrénie.

Prinosu projektu:

Projekt preukazal, Ze u zvierat chovanych v socialnej izolacii odchadza k zniZeniu tvorby NO avsak
zvySeniu oxidaéného stresu, kioré su sprevadzané zmenami v spravani, predovsetkym znizenou
efektivitou senzorimotorického gatingu, povazovanou za endofenotyp schizofrénie. Biochemické a
molekularne-biologické analyzy potvrdili dlohu NO a poruSenej redoxnej rovnovahy v procesoch
veducim k patologickym behavioralnym priznakom, ktoré su relevantné pre vyskum dusevnych poruch
u &loveka. Medzikmerové rozdiely v efekte diZky izolacie poukazujli na vyznam tak konstituéne;
vulnerability ako aj kumulativneho pésobenia negativnych faktorov prostredia, predovSetkym
chronického stresu, pre navodenie patologickych zmien. Podotykame, Z2e vzorky ziskanych tkaniv
budi predmetom dalSich analyz aj v nasledujucom obdobi, priom pevne verime, Ze odhalime dalsie
neurobiologické zmeny, relevantné pre patogenézu schizofrénie. Vysledky tohoto projektu prispievaju
k pochopeniu patofyziologie schizofrénie a mézu byt v budlcnosti vyuzité pri vyvoji novych
diagnostickych a prognostickych metod a hiadani novych terapeutickych moznosti.

Poéet a druh zvierat
Potkan laboratorny (Rattus norvegicus) kmen Sprague — Dawley 80 ks, kmen Wistar Kyoto 80 ks

Uroven krutosti
stredna (10-tyZzdiova izolacia), kruta (29-tyzdriova izolacia, 20 zvierat)



Uplatfiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Zatial neexistuje alternativna metdda, ktora by nahradila experimentaline zvierata. Dokumentuje to
tiez Priloha IV. (Doklad o overovani v registroch medzinarodne overenych a uznavanych
alternativnych metdd). Pre sledovanie nami vytyéenych cielov bol najvhodnej$im modelom
laboratorny potkan. V projekte sme zvolili dva kmene potkanov s rozdielnou predispoziciou k
behavioralnym priznakom podobnym schizofrénii. Porovnania kmefiov poskytli jedineéné
informacie, ktoré je mozné ziskat iba in vivo.

2. Redukcia poctu zvierat:

V experimente bol pouZity optimalny pocet experimentalnych zvierat tak, aby bol experiment
Statisticky vyhodnotitelny a zavery v8eobecne prijatelné.

3. Zjemnenie:

V experimente sme dbali na citlivd manipulaciu so zvieratami. Na konci chovu boli zvierata
humanne usmrtené. Najskér sa vystavili pdsobeniu oxidu uhligitého v uzavretej nadobe aZ do
straty vedomia a v hibokom bezvedomi boli nasledne dekapitované, odkrvené a po otvoreni lebky,
hrudnej a brusnej dutiny boli odobraté prislusné organy na biochemické a molekularne biologické
analyzy.
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Nazov projektu: Regeneracia Specifickych regidnov mozgu dospelych spevavcov skimana
pomocou in vivo magnetickej rezonancie

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 1431/14-221

KPacové slova v projekte ( max 5 slov): striatum, MRI, dopaminovy D3 receptor, neurogenéza,
BDNF

Ukel projektu*: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

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

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

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

Ak je iny Gdel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:
Zistit’ funkciu novovzniknutych neurénov v striatalnej vokalnej oblasti Area X:

1/ Otestovat’ a optimalizovat’ metédu MRI pre vizualiziciu vokélnej oblasti Area X v striate a
pre jej vizualizdciu spolu s neurotoxickou léziou u samcov zebri¢ky Cervenozobej. Otestovat’
rozliSenie, dobu pobytu experimentilneho spevavca v magnete spolu s optimalizdciou MR
impulznych sekvencii a validovat’ presné opakovanie skenov v uréenej oblasti mozgu v dlhSom
¢asovom intervale. Porovnat’ s metédou lokalizovanej 1H MR spektroskopie (MRS; hlavne N-
acetylaspartatu, glutamatu, glutaminu, taurinu, creatinu, cholinu a laktatu).

2/ Porovnat’ velkost’ 1ézie Area X nameranej pomocou MRI so skutoénymi hodnotami aZ do 6
mesiacov. Vyhodnotit MRI mapy v oblasti zdujmu a validovat’ vysledky MRI pre vypocet
velkosti 1ézie (pomocou T2 méap aj pomocou difizne vaZenych obrazov, DWI).

3/ Uréit’ ulohu regenerujiicej sa Area X pre spev u dospelych vtakov. VyuZzit' MRI, pripadne aj
MRS, pre kontinualnu identifikaciu zmien v regenerovanej Area X a korelovat’ ich so zmenami v
speve, hlavne v tempe a v opakovani slabik.

4/ Urtit’ vplyv elektrolytickej 1ézie Area X bez naslednej regeneracie na spev u dospelych
vtékov.



Vyuzitt MRI a MRS pre sledovanie regenerdcie mozgu. Sledovat mechanizmus vplyvu
dopaminovych D3 receptorov (D3R) na regeneréaciu mozgu po neurotoxickom pogkodeni:

1/ Zistit’ vplyv Iézie na expresiu BDNF, jeho receptorov TrkB a na expresiu D3R receptorov
v neurogénnej subventrikularnej zéne (SVZ) a v neposkodenom striate.

2/ Zistit' vplyv farmakologickej manipulacie D3R na expresiu BDNF a TrkB receptorov v
SVZ a v striate. Vysledky porovnat' s MRI mapami a kvantifikiciou doleZitych mozgovych
metabolitov ziskanych z lokalizovanej 1H MRS.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, Pudstvo, zvierats)

ZvySena neurogenéza v ddsledku lézie bola zistend u cicavcov aj u vtdkov. U cicaveov viak
obnova striata po poskodeni predstavuje maximalne 0,2-1 % v zévislosti na type poskodenych
neurénov, zatial’ ¢o podla nasich vysledkov je obnova Area X v striate spevavcov takmer (iplna.
Nahrddzovanie stratenych alebo nefunkénych neurénov novymi mé potenCIal v medicine. Preto
Stidium mechanizmov tejto obnovy u spevavcov mozZe byt prinosom pri hladani stratégii mozZnej
obnovy mozgu po poskodeni.

Druhou nemenej d6leZitou sti¢astou tohoto projektu je spojenie sledovama regeneracie mozgu
po poskodeni prostrednictvom MRI a MRS spolu so sledovanim zmien v speve u toho istého
Jedinca. Technika in vivo zobrazovania magnetickej rezonancie MRI a MRS poskytuje velmi
cenné a kvalitné neurochemické, fyziologické, anatomické, $trukturdlne a v poslednych rokoch
rozvojom funkéného zobrazovania fMRI aj funkéné informécie v Zivych systémoch. V zavislosti
od zvolenych parametrov nastavenych pri merani dokaZe MRI zviditelnit rézne vlastnosti
meraného tkaniva, napriklad Struktiru orgénov, v nafom ptipade ‘mozgu, na zéklade roznych
vlastnosti vody v flom obsiahnutej (T1 a T2 vaZené obrazy), perfiziu a difiziu tekutin (perfuzne
a diftzne vazené obrazy — PWI a DWI), spojenie nervovych dréh (traktografia) a mnohé iné.
Daldou: vyhodou magnetickej rezonancie je jej nedestruktivna povaha. To umoZiiuje opakovand
merania v ¢ase na tom istom jedincovi, ¢o predstavuje nova dimenziu $tidia neurogenézy, ktora
sa vyvija v dlhom €asovom intervale. Velky prinos predstavuje vyskum magnetickej rezonancie
in vivo 'na zvieracich modeloch, pretoZe umoZiiuje rozne opakované merania, & uZ obrazové
alebo spektroskopické, a tym dava moZnost' sledovat’ vyvoj namodelovaného patologického
stavu (v naSom pripade lézie vytvorenej pomocou neurotoxinu) ako aj u&inky zvolenej terapie.
UZ len samotna moZnost’ kontinudlnej kontroly obnovy mozgu predstavuje prinos z hladiska
technického (jednozna¢né urcenie polohy a velkosti lézie od zadiatku experimentu) aj etického
(menSie mnoZstvo pouZitych jedincov). V projekte sa ndm podarilo optimalizovat' a validovat’
metddu MRI pre vizualiziciu vokalnej oblasti-Area X v striate u samcov zebritky ervenozobe;.
V spojeni s behavioralnou analyzou tieto vysledky potvrdzuji hypotézu o funkcii Area X pre
nacasovanie spevu, a tieZ o funkcii novych neurénov v Area X spevavcov pre kontrolu plynulého
vokélneho prejavu.

Je zname, Ze neurotransmiter dopamin je jednym z modulatorov neurogenézy. V projekte sme
sledovali mechanizmus vplyvu dopaminovych D3 receptorov (D3R) na regenericiu mozgu po
neurotoxickej lézii Area X. Zistili sme, Ze oblast’ regeneruje rychlej§ie po aktivacii D3R a
blokovanie D3R naopak spomalilo regeneraciu. Neurotoxické poskodenie pritom zvyiilo
expresiu D3R v neurogénnej subventrikuldrnej zéne. Predpokladame teda, e poSkodenie mozgu
zvysi hustotu D3R v neurogénnej oblasti, o nésledne spdsobuje zrychlenti regeneraciu. Tieto
vysledky prispeli k objasneniu mechanizmu vplyvu dopaminergického systému na neurogenézu
a obnovu mozgu po poskodeni.



Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:
zebriCka Cervenozoba (Taeniopygia guttata), 80 samcov a 15 samic
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rameci vykonavania projektu:

Nepriaznivy vplyv operacie alebo umelého spanku podas MRI merani na zvieratd sme
nezistili. Zebritky sa po operacii aj anestéze pre MRI zotavili pomerne rychlo, pribliZzne 5 min po
odstaveni od anestézy. Farmaké neovplyvnili spravanie, okrem variability slabik piesne. Izol4cia
v zvuk izolujicich boxoch obmedzila typy spravania, ktoré mohol samec vykonavat, hlavne
pohyb a socidlny kontakt. Frekvencia spievania nebola ovplyvnena &asom stravenym v boxe.

Predpokiadana troven krutosti:

Operacie, podavanie farmék a MRI budu vykonavané v celkovej anestézii, po ktorej zviera
nadobudne vedomie, a klasifikujii sa ako ,slaba krutost. Vazenie, preZivanie s minipumpou,
intramuskularne podanie BrdU, prevoz na MRI apodanie letAlnej davky anestetika boli
klasifikované ako ,slabd krutost*. Transkardidlna perfuzia sa klasifikuje ako ,,bez moZnosti
zotavenia®. lzoldcia experimentalnych zvierat od ostatnych zvierat bola klasifikovana ako
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Uplatiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zdbvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zdovodnenie predo sa neméze pouZit’ alternativna
met6da bez pouZitia zvierat)

Cely projekt bol zamerany na nahradzovanie a obmedzenie po&tu zvierat v experimentoch.
Metéda MRI umoziiuje kontinuélne sledovanie Iézie alebo obnovy mozgu u toho istého zvierata,
a teda ich poCet je v porovnani s pouZitim len histologickych met6d znagne redukovany.

KedZe pokus bol primdrne zamerany na sledovanie obnovy striatalnej &asti mozgu po
poskodeni s pespektivou vystupu na &loveka, nie je moZné realizovat’ pokus na bunkovych
kultarach, pretoZe u tychto sa mozog nevyskytuje. Alternativne nahradenie vtadieho modelu
niz8§imi stavovcami alebo cicavcami tieZ nie je moZné, nakolko zvysend miera neurogenézy
a obnova striata u tychto modelov nebola doteraz pozorovana.

2. Redukcia poétu zvierat:



(Zddvodnenie pouzitia uréeného poctu zvierat, akym spbsobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil minimalny mony podet Zvierat)

Polty zvierat boli minimalizované na najmensiu mont hranicu, aby mali ziskané udaje
akceptovatel'nti vypovednti hodnotu a bolo moZné Statisticky ich vyhodnotit.

3. Zjemnenie:

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



AKTUALIZOVANE NETECHNICKE ZHRNUT I PROJEKTU

Nazov projektu:

Kombinovand  §tadia toxicity po  opakovanom podani  so skriningovym  testom
reprodukénej/vyvojovej toxicity (OECD 422). :

Cislo konania rezhodnutia o schvaleni projektu: Ro-1751/17-221

kI'adové sleva v prajekte:
Toxicita po opakovanom podant, reprodukdnd toxicita, REACH

Uéel profektn: Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Ciel'om projektu (Stidie) bolo poskytnit podklady pre postdenie bezpeénosti chemickej latky
z hladiska schopnosti vyvolaf' toxicki reakciu organizmu po opakovanom podani latky
a odhalit’ potencidlne negativne vplyvy na reprodukéné parametre podla metody OECD 422,

Prinos z vykonaného prejektu:

legislativy REACH pre litky produkované v mnogstve do 100 ton/rok pozadované. Pokusnd
a pozorovacia stratégia boli jednozna&ne dané metodikou OECD 422, ktord je alternativou pre
testy Reprodukénej skriningovej toxicity (OECD 421) a 28-dilovej toxicity (OECD 407) kde sa
sleduji nielen reprodukéné parametre lestovanych zvierat, ale robi sa aj hematologické
a biochemické vydetrenie krvi, vySetrenic modu, patologia a histopatologia,

Na zaklade vysledkov &ttdie boli stanovené hodnoty NOAEL pre reprodukénd a systémovi
toxicitu.

Experiment poskytol v plnom rozsahu informécie, ktoré st v tomto teste z hl'adiska platnej

Prinosom tejto §tudie bolo viasné rozpoznanie toxicity skusanej latky a zabranenie ne aativiyeh
vplyvov na organizmus.

Druhy pouZitych zvierat a ich podty:
Bolo pouzitych 70 samcov a 82 samic potkanov Wistar a narodilo sa 364 mladat

Nepriaznivy vplyv/ujma na pou¥ité zvieratd v ramei vykondvania projeltu:

Bolo zabezpe€ené aby akékolvek zhorfenie zdravotného stavu zvierat hole konzultované
s veterinamym lekérom a tieto zvieratd v pripade faZkych stavov by bolj humanne utratens.

V pilotnom pokuse, v ktorom sa vyberali davky pre hlavny pokus boli zaznamenané thyny
zvierat ako désledok podania testovane] litky. KedZe v §tudii s opakovanym podanim by
minimélne jedna testovand dévka mala spdsobit’ toxické Glinky aby sa dali indikovat
potencialne ciel'ové miesta pri intoxikécii, museli byt do pilomého pokusu zaradené aj davky,
ktoré su letdlne. Zaznamenané thyny boli bez predchadzajicich priznakov zhorSenia stavu.
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Klinické priznaky pozorované pri nizéich davkach neboli dévodom pre huménne usmrtenie
nadmernou davkou anestetika.

V hlavnom pokuse nebol zaznamenany thyn spdsobeny testovanou Iatkou. Vietky zvierata
prezivali bez akychkol'vek priznakov toxicity, bez zmien zdravomého stavu a spravania.

Ureved krutosti:

Pokus bol pri planovani hodnoteny ako stredne kruty az kruty vzhfadom na to, Ze idlo
o doposial netestovant latku nedala sa vylugit systémova reakeia, ktora by bola kategorizovand
ako kruta.

Vzhl'adom na vysledky. experiment je mo?no vyhodnotit' ako stredne kruty, ked' stredne kruté
boli hodnotené Gkony ake odber krvi a denng aplikdcia gravidnyeh samic,

Uplatiovanie zasad 3R

V projekte boli zohladiované zasady 3R. V pokuse neboli vykonané bolestivé zakroky, pri
Kktoryeh je potrebné pouzif latky zmierfujlice bolest,

Polty zvierat v pokuse boli primerané, redukovang v maximélne] miere (ak. aby sa nemohla
avplyvnit validita pokusu vychadzajic 7 pravidiel OECD 422,
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Netechnické zhrnutie projektu po spidtnom postdeni

Nizov projektu: Stidium farmakokinetiky nového typu adjuvansu.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: Ro-660/17-221¢

KPicové slova v projekte (max 5 slov): vakeina, adjuvans, imunogénna aktivita, protilatky

Ukel projektu”: translany alebo aplikovany vyskumu v zaujme dosiahnutia prevencie,
choréb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov &loveka a zvierat pri vyvoji a
testovani kvality, i¢innosti a bezpe&nosti liekov

Opisat’ ciele projektu: Projekt bol zamerany na overenie G&innosti antirabickej vakciny

s vyuZzitim nového typu adjuvansu proti besnote a d’al§im lyssavirusovych infekciach, ako aj
mozZnosti jej ovplyvnenia. Projekt bolo nevyhnutné vykonat’ v laboratérnych podmienkach na
laboratornych zvieratach, ktoré si jedinym modelom umoZiiujticim sledovat’ detailny vyvoj
imunitnej odpovede na vpraveny protekény antigén, ktory je potencovany novym typom
adjuvansu. Laboratérne mysi su najvhodnej$im modelom na ziskanie relevantnych $tatisticky
vyhodnotitelnych vysledkov.

Prinos z vykonaného projektu: V projekte bola overena w&innost antirabickej vakciny
s vyuZitim nového typu adjuvansu. Imunogénna aktivita vakcin bola hodnotens s v porovani
s referenénou antirabickou vakcinou o znamej hodnote medzinarodnych jednotiek. Vysledky
projektu jednoznacne potvrdili, Ze vakeina s novym typom adjuvansu mé vyssiu imunogénnu
aktivitu ako iné porovnavané vakeiny. V praxi to znamens, Ze po testovani na cielovych
druhoch zvierat - a patentovani vysledku bude moZné skvalitnit profylaxiu proti
lyssavirusovym infekcidm u hospodarskych a spologenskych zvierat.

Druhy pouZitych zvierat a ich pocty: mysi — outbredné, kmeni ICR, 10-12 gramové (4-6
tyZdiiové), samice, 335 jedincov

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

1. Cast’ projektu — Stanovenie protektivne; aktivity antirabickych vakcin (metéda NIH na
mySiach)

Zvieratd boli imunizované intraperitonedlne jednorazovou aplikdciou, &o je zdkrok
nebolestivy anevyzadoval si pouZitie analgetik. Zvieratd na 14. defi po vakcindcii boli
intracerebralne &elenZované lyssavirusovym kmefiom, resp. kmefiom CVS; pri &elenzi bola
pouzita kratkodobad sedicia s pouZitim ketaminu v divke 80-100mg/kg intraperitoneslne.
Aplikéciu vykonal zmluvny veterindrny lekar zariadenia. Po &elen?i boli zvierata pravidelne
minimalne 2x denne kontrolované, posudzoval sa ich zdravotny stav a welfare. Priznaky sa
zaznamenavali do tabulky, ak sa objavili zjeZena srst’, neisty pohyb, tras, chvenie, ke,
chudnutie a oddel'ovanie sa od skupiny, bolo to povaZované za indikatorom letalneho
vysledku besnoty. Takéto zvieratd boli okamzite huménne utratené cervikdlnou dislokaciou,
¢im sa predi§lo rozvinutiu d’alsich priznakov besnoty, ako parézy a paralyzy a nastupu
moribundného stavu. Ani jedno zviera nedospelo do 4. klinického $tadia, &éim sa predislo
silnému utrpeniu a bolesti. Zvierata, ktoré prezili €elenZ, boli huménne usmrtené cervikalnou
dislokéciou na 28. defi po &eleni.

2. Cast’ projektu - Sledovanie vplyvu beta-karoténu na antigénny 1iinok antirabickej
adjuvantnej vakciny




body huménneho ukoncenia. Zvieratd s priznakmi parézy, paralyzy a/alebo kf¢ov bolj
v naSom experimente humanne utratené a povaZzované za mitve v ddsledku besnoty. Tym sa
vyrazne obmedzila doba utrpenia a bolesti. Zjemnenie sa dosiahlo aj seddciou pred aplikaciou
technikou intracerebralnej injekcie, ktort vykonal veterinarny lekar v sdlade so spravnou
praxou.

Mysi v 2. Casti projektu boli imunizované subkuténne Jednorazovou aplikdciou, &o je zakrok
nebolestivy a nevyZaduje si pouzitie analgetik. Na 7., 14.,21., 28., 60. a 90. defi po

vakeindcii bola my$iam odoberana krv na stanovenie hladiny $pecifickych protilatok. Zvierata
sa utratili rychlou dekapitaciou (o je v stilade s prilohou €.5 NV 377/2012) a boli vykrvené
na ziskanie séra.

Projekt bol spitne posideny po skonéeni v silade s § 37 bodom 2) NV 377/2012 z dévodu
vyuZitia postupu klasifikovaného ako »Kruty“. DodrZiavanim zésad 3R sa podarilo u vdéiny
zvierat zniZit’ stupefi krutosti na slabu a3 strednt, iba u 50 zvierat bola krutost hodnotens ako
silna.



Priloha & 5
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov  projektu: Vplyv experimentélne vyvolaného poskodenia pllc na
extrapulmonalne organy

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4&’;% = 22/

KIigové slova v projekte (max. 5 slov): poskodenie plic, zapal, protizépalové liegba,
kardiomyopatia, hepatopatia

Ucel projektu: Zakladny vyskum s cielom zabrénenia, prevencie, diagnostiky alebo
liecby chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov ¢loveka alebo
zvierat alebo ich Gginkov na 'udf alebo zvieratd.

Informicie o ciel’och projektu:

Ciefom projektu je overit hypotézu, e primarne poskodenie pltic modre viest aj
k neziaducim zmenam extrapulmonélnych organov (srdea a peene), co mdze zhorsit
progndzu pacientov. Postihnutie srdca apefene sa mdze prejavit zvysenim hiadin
Specifickych markerov pogkodenia v plazme ako aj zvy$enim markerov poskodenia
priamo v ich tkanive. Poruchy srdcovej Cinnosti urdime analyzou zmien tlaku kevi
a frekvencie srdca. Pripadné morfologické zmeny v srdei a peceni stanovime
imunohistochemicky. V projekte planujeme pouZit' modely akutneho poskodenia pluc
vyvolané lavazou plic fyziologickym roztokom a podanim mekénia u kralikov a model
hyperreaktivity ~dychacich cicst podobny bronchialnej astme, ktory navodime
senzibilizdciou ovalbuminom u moréiat. Po vytvoreni experimentalnych modelov
ochoren{ podame protizapalovi liecbu, po ktorej o¢akévame zlepsenic nielen plicnych
funkcil, ale aj pozitivny efekt na extrapulmonalne orgény.

Predpokladany vlastny prinos projektu:

Zavainé poskodenie plic, & uz akdatne alebo chronické, méze spdsobit’ zapalove,
apoptotické a nekrotické zmeny extra-pulmondlnych organov a tiez poruchu ich funkcie.
Projekt prinesie nové informécie o zmenéach zapalovych, oxidaénych a apoptotickych
markerov v plicnom tkanive, tkanive srdca a peCene vratane analyzy plazmatickych
hladin lie¢iv apod. na modeloch akiitneho poSkodenia plic a modeli bronchialnej astmy,
ako aj informécie o zmendch s savislosti s podanim protizapalovej lie¢by. V pripade
zavazného poskodenia plic, ktoré moze byt samo osebe kritickym stavom, méze
kardialna, hepatdlna alebo rendlna insuficiencia predstavovat’ faktor bezprostredne
ohrozujtci zivot. Véasna diagnostika tychto zmien a podanie vhodnej lie¢by tak priamo
ovplyviluji progndzu pacientov.

Pocet a druh zvierat:

Kralik domdci (Oryctolagus cuniculus, kmet novozélandsky biely), samec, 104 jedincov
Mor€a doméce (Cavia porcellus, kmei TRIK), samec, 64 jedincov



Predpokladana ujma na zvieratach:

Modely akitneho  poskodenia plic: Po privezeni zo zverinca a aklimatizacii na
podmienky prostredia v laboratériu je kralikom Setrnym spbsobom a bez vyvoldvania
zbyto€ného stresu intramuskuldrne podand kombinécia anestetik/analgetik, nasledkom
¢oho zviera v priebehu niekolkych minut strati vedomie. Vietky dalfie vykony su
realizované v celkovej anestéze zvierata, ktora je pocas celého postupu zabezpeéena
kontinudlnym podavanim anestetika intravendzne injekénou pumpou. Po skonéenf
postupu zvierat’u v bezvedomi podame i.v. letdlnu davku anestetika.

Model , bronchidlnej — astmy*™ navodime opakovanou senzibilizdciou moréiat
ovalbuminom. Kontrolnym nesenzibilizovanym skupindm v uvedenych c&asovych
intervaloch podédme sterilny fyziologicky roztok zodpovedajtcich objemov. Po vytvoreni
modelu intraperitonedlne podame lie¢bu, ato denne 15.-21. def, na 21. def opakovana
expozicia OVA a néasledné usmrtenie zvierat podanim letdlnej davky anestetika i.p.
Senzibilizacia ovalbuminom, podanie lietby ako aj ukonéenie postupu letdlnou davkou
anestetika sa bude realizovat’ priamo v &asti zverinca vyhradenej na takéto zakroky.
Zvieratd neopustia zndme priestory, ¢im budeme minimalizovat stres zvierat.

Predpokladana tiroveri krutosti:

Modely akiitneho poskodenia plic: Krutost postupov v tejto etape projektu hodnotime
ako ,,slabu“/“bez moznosti zotavenia®, nakol’ko zviera v bdelom stave je podrobené len
jednému rychlemu intramuskulérnemu vpichu tenke; injekénej ihly pri podani anestetika,
ostatné vykony vratane eutandzie st realizované v celkovej anestéze zvierata.

Model , bronchidlnej astmy™: Krutost' postupov v tejto etape projektu hodnotime ako
wstrednu®, nakol’ko pri vyvoldvani modelu »bronchidlnej astmy® st zvieratd v bdelom
stave podrobené opakovanému intraperitonedlnemu alebo subkutdnnemu vpichu resp.
inhalaénému podaniu ovalbuminu, ako aj intraperitonedlnemu poddvaniu liediv. Zaroven
je potrebné zohladnit’ zhorSeny stav prezivajicich zvierat s modelom »bronchiélnej
astmy®. Vzhladom na druh ujmy (vyvolanie respiraéného ochorenia) je mozné
predpokladat’, Ze zvieratd méZu reagovat’ zmenou spravania (mozu byt" izolované od
skupiny, menej pohyblivé, nemat’ zdujem o okolie), moézu mat nizsi prijem potravy
a vody, mbZe sa objavit’ zjeZenie srsti a pod.

Klasifikdcia krutosti postupov projektu celkovo: ,.stredna®,

Preukdzanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Nahradenie (Replacement): Postupy projektu nie je mozné vykonat’ bez pouZitia
zvierat. Stadium zmien po vytvoreni modelov respiraéného poskodenia a G&inkov
réznych typov lie¢by sa v stasnosti realizuje prevazne na kralikoch, potkanoch a
moréatach. Ciastkové vysledky je mozné ziskat' aj Stadiom zmien na mysiach, tato
metodika vSak nie je pre nas vhodnd, nakolko je technicky a pristrojovo podstatne
narocnejsia, dochédza pri nej k vé&Siemu dhynu zvierat a vytaZnost vysledkov je
neporovnatelne nizSia ako pri postupoch na kralikoch, potkanoch alebo morgatich.
Postupy nie je mozné nahradit’ ani in virro metddami, ani pouzitim pocitatovych
simuldcif. PouZitie krélikov pre vytvorenie modelov aktitneho poskodenia plic a mordiat
pre vytvorenie modelu bronchialnej astmy je optimalnym rie$enim pre dosiahnutie cielov
projektu. '



Obmedzenie (Reduction): Na ziskanie validnych vysledkov pouZijeme 8 zvierat
v kazdej skupine, ¢&o povaZujeme za najniz§f mozny pocet tak zhPadiska
reprodukovatelnosti, ako aj z hladiska ziskania nevyhnutnych adajov a objektivne
hodnotitelnych vysledkov. Mensi pocet zvierat v jednotlivych skupindch by mohol
zvyraznit'  pdsobenie inter-individualnych rozdielov s monostou spochybnenia

objektivnosti vysledkoy.

Zjemnenie (Refinement):

Priprava modelov akdtneho pogkodenia pic sa u kralikov realizuje v celkovej anestéze,
priCom bezvedomie zvierata je potas celého postupu zabezpecené kontinudlnym
podavanim anestetika a stupefi bezvedomia Je priebezne kontrolovany. Po skonéeni
postupu zvieratu v bezvedomi podédme i.v. letdlnu daviy anestetika. Vsetky vykony
vratane podavania lie¢by a eutanézie st realizovand v celkovej anestéze zvierat'a.
Priprava modelu bronchidlnej astmy sa u moriat v bdelom stave realizuje opakovanym
podavanim ovalbuminu ip., s.c. alebo inh. podla protokolu postupu. Po vytvoreni
modelu podame liedbu i.p., a to denne 15.-21. defi, na 21. den opakovana expozicia OVA
a nasledné usmrtenic zvierat podanim letdlnej davky anestetika. Senzibilizacia
ovalbuminom, podanie lie¢by ako aj ukoncenie postupu letalnou davkou anestetika sa
bude realizovat’ priamo v &asti zverinca vyhradenej na takéto zékroky. Zvierata neopustia
zname priestory, ¢im budeme minimalizovat stres zvierat,

Vzhl'adom na druh ujmy (vyvolanie modelu bronchiélnej astmy) je mozné predpokladat’,
7e morcatd mézu reagovat’ zmenou spravania (m6zu byt izolované od skupiny, menej
pohyblivé, nemat’ zaujem o okolie), mézu mat’ niz8f prijem potravy a vody, m6Ze sa
objavit’ zjeZenie srsti a pod. Stav zvierat bude pravidelne monitorovany veducim projektu
alebo inou poverenou, odborne sposobilou osobou. Za téelom hodnotenia welfare
zvierata pouZijeme stupnicu hodnotenia vzhladu, prijmu potravy a vody, klinickych
priznakov, prirodzeného a provokovaného spravania. V pripade zhorfenia zdravotného
stavu  zvierata, ktoré presahuje mieru o&akdvandho zhorSenia stavu v stivislosti
s vyvolavanym ochorenim, podas realizécie postupu vedici projektu na ziklade
vysledného human end-point skére a po konzultcii s veterinArnym lekdrom rozhodne
o huménnom ukonéeni postupu eutanaziou.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: nie

(8}
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Netechnické zhrnutie projektu

Nézov projektu:

»Vplyv stravy bohatej na tuky na fyziélogiu neurénov CNS, funkeiu synapsii a pathologické
procesy v neurodegeneracii*

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: f 05 A8 224 / 3

KPi€ové slova v projekte ( max 5 slov): Alzheimerova choroba, obezita, synaptické porucha, tau
protein

Ukel projektu: Zékladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z.z)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare 'udi
alebo zvierat
Ochrana druhov
VysokoSkolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alSieho
pouZivania v postupoch

Opisat’ ciele projektu:

Alzheimerova choroba (DAT) a iné tauopatie si charakterizované akumuldciou abnormalnych
foriem proteinu tau v neurénoch CNS.

Iniciator patologickych zmien tau proteinov v sporadickej forme DAT nie je znamy. Studie za
poslednych par rokov ukézali vplyv stravy bohatou na tuky a cholesterol na kognitivne funkcie
avyvoj demencie. Jednou z pri¢in sa zda byt priama moduldcia neurofibrildrnej tau patologie.
Molekularne charakteristiky tohto vzajomného pdsobenia viak nie st zatial’ zname.

Preto sme sa rozhodli analyzovat' zmeny v synapsiach spdsobené vysokym prijmom tukov a
cholesterolu pouzitim molekularno-biologickych, biochemickych a proteomickych technik. Budeme
tiez sledovat’” vplyv vysokého prijmu tukov na postup neurofibrilarnej patoldgie tau pouZitim
transgénneho modelu tanopatii. Stidia tak poskytne moznost’ objasnit’ ako mdZe strava bohata na
tuky (hlavne nasytené mastné kyseliny) podporovat’ patologické zmeny tau proteinu a & zmeny
synaptickej plasticity m6Zu mat’ trvaly charakter.

Hlavnym ciefom postupu je charakterizovat’ vplyv stravy bohatej na tuky na funkciu a molekularne
zmeny synapsii vo zvieratach s vysokym prijmom nasytenych tukov a analyzovat’ ich vplyv na
moduléciu tau patolégie v transgénnom modeli tauopatie.
Prva faza projektu:
Identifikacia signalnych drah ovplyvnenych vysokym prijmom tukov alebo zniZenym prijmom
Zivin v modelovych zvieratach
- Nastavenie experimentalnych podmienok na vytvorenie zvieracieho modelu s vysokym prijmom
tukov a cholesterolu; Identifikacia molekularnych znakov zvyseného prijmu tukov sledovanim
zmien v obsahu lipidov a cholesterolu v krvi
- Analyza expresného profilu proteinov v mozgu experimentalnych zvierat indukovanych vysokym
prijmom tukov; Biochemicka a imunohistochemicka analyza proteomickych zmien v synaptickych
a zapalovych proteinoch indukovanych vysokym prijmom tukov v mozgu zvierat

Druh4 faza projektu:
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Vplyv vysokého prijmu tukov na vyvoj neurofibrilarnej patolégie tau

- Analyza expresného profilu proteinov indukovanych vysokym prijmom tukov v mozgoch
transgénnych zvierat modelu neurofibrildrnej patoldgie

- Analyza posttransladnych modifikacii proteinov mikrotubuldrneho aparétu a inych cytoskeletarnych
proteinov v neurénoch CNS indukovanych vysokym prijmom tukov v mozgu transgénnych zvierat

- Charakterizacia zmien vo vyvoji neurofibrilérnej patoldgie v modelovych zvieratdch sposobenych
vysokym prijmom tukov

- Zmeny v zapalovych signalnych drahach v CNS (mikroglie, astroglie) a zmeny na trovni cytokinov
indukované zvy$enym prijmom tukov v experimentalnom modeli neurofibrilarnej patolégie

Prinos z vykonaného projektu:

Zatial’ je len malo zname o molekularnych mechanizmoch akymi tzv. ,,western diet®, strava bohatd
na tuky (nasytené mastné kyseliny), ovplyviiuje synapticki  aktivitu mozgu a vyskyt
neurodegeneraénych  ochoreni.  V tomto projekte  zostavime model na  sledovanie
a charakterizovanie tychto zmien na molekularnej urovni a ocharakterizujeme tieto zmeny na
molekularnej irovni.

Na to, aby sme mohli charakterizovat’ mechanizmus akym zvyseny prijem tukov vedie k zmenam
synapsii a tau patolégie musime najskor zostavit’ molekularny vzorec Specificky pre zvySeny obsah
ametabolizmus tukov, akymi su cholesterol, lipidy a ApoE. Potom identifikujeme zmeny
spdsobené zvySenym prijmom tukov na synaptickej turovni a cytoskeletirnych proteinoch.
Ocakavame, Ze na§ vyskum povedie k zostaveniu génového profilu zmien v mozgu indukovanych
vysokym prijmom tukov. Biochemické, imunohistochemické a proteomické analyzy budu detailne
charakterizovat’ tieto zmeny. Studia poskytne detailnti molekularnu analyzu signalnych drdh
a molekularnych zmien indukovanych vysokym prijmom tukov. Zmeny expresie génov
neurozapalu, synaptickej aktivity, oxidaéného stresu, apoptdzy, adhézie buniek (mozgovo-
miechovéa bariéra), povrchovych receptorov aich signdlnych drah budu analyzované RT-PCR
a d’alej charakterizované pouzitim Specifickych protilatok.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné podty:

V postupe budu pouzité 4 tyzdiiové myS§i a potkany sam&ieho a samiéieho pohlavia (spolu max 200 zvierat),
rozdelenych do 8 skupin ( 8x25).

Transgénna my$, samicka 25
Transgénna my$,samec 25
Mys laboratérna, samitka 25
Mys laborat6rna, samec 25
Transgénny potkan, samicka 25
Transgénny potkan, samec 25
Potkan laboratérny, samicka 25
Potkan laboratorny, samec 25

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

Doba (3-4m) pocas ktoréj budt zvierata kfmené vysoko tukovou stravou nie je dostatoéne dlh4 na

to aby sa u zvierat dostavila zavazna hypertenzia &i ind komorbidita nezlucite'nd so Zivotom ako
dosledok obezity.



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Av8ak vzhl'adom na to, Ze dlhodoby prijem (1 rok) vysoko tukovéj diéty a s fiou spojend obezita
predsatvuje riziko vyniku kardiovaskuldrneho ochorenia, bude pravidelné monitorovanie zvierat
zamerané medzi inym aj na klinické priznaky spojené s poruchou srdcovo-cievneho aparatu aby sa
tak minimalizoval stres a maximalizoval ,,welfare* zvierat pouZitych v postupe.

Predpokladana uroven krutosti:
Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznag&it’ ako ,, strednu®.
Uplatiovanie zdsad 3R:

1. Nahradenie zvierat:

Vzhladom na skuto¢nost’, Ze projekt ma za ulohu analyzovat’ synaptické zmeny vyvolané
prijimom vysoko tukovej stravy, in vitro experimenty nedokaZu odzrkadlit komplexnost’ dejov
prebiehajicich v organizme a tak je pouZitie animalneho modelu nevyhnutné.

2. Redukcia poc&tu zvierat:

V navrhovanych experimentoch budeme vyuZivat' zvieratd z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval pocet pokusnych zvierat. Transgénne mysi a potkany budu kriZené iba v po&toch
nevyhnutnych pre ziskanie potrebného mnoZstva tdajov nevyhnutnych pre relevantné Statistické
spracovanie vysledkov. Stanoveny pocet zvierat sa opiera o naSe predchadzajice experimenty
na mySiach a potkanoch. Ukézalo sa, Ze poget zvierat v skupine mensi ako 20 nie je dostatoéne
Statisticky relevantny, ked'Ze aj u transgénnych zvierat sa vyskytuje variabilita dand mierou
expresie transgénneho proteinu. Predpokladané percentudlne straty su okolo 10-15%

3. Zjemnenie:

Pri manipulécii so zvieratami sa budi dodrZiavat' interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat” huméanne a nebude sa im vyvijat’ prebytodny stres. Starostlivost’ zabezpetuje jedna
osoba, na ktort si zvieratd zvykli. Zvieratd st chované v poéte 5 zvierat na chovni nidobu, aby sme
zabezpeCili socialne interakcie medzi zvieratami. Zvieratd su chované v podmienkach vyhovujtcich
fyziologickym a sociologickym potrebam.

Zdravotny stav aprejavy bolesti budi denne monitorované. Ak sa vyskytni prejavy tazkého
zdravotného stavu spojené s bolestou, napr. hypertenzia, kardiovaskularne poSkodenie, vyrazné
zniZenie lokomocie, mimické znamky bolesti a pod., bude po veterindrnom vySetreni takéto zviera
z postupu vyradené a huménne usmrtené. Vzhl'adom na skutoénost’, Ze dlhodoby prijem vysoko
kalorickéj diéty smnaslednou obezitou predstavuje mozné riziko vzniku hypertenzie, pravidelné
monitorovanie bude obzvla$t’ zamerané na véasnu identifikaciu vznikajiiceho kardiovaskularneho
ochorenia, pri¢om budu sledované klinické priznaky ako zvySend unavitelnost’, poruchy spanku,
apatia, zniZeny apetit aZ anorexia, slabost’ zadnych konéatin (ktord nie je na neurologickom
podklade), suchy kaSel, bronchidlny stridor, staZené dychanie (zdvihanie hlavy v snahe zlepsit
respirdciu), ascites, opuchy konéatin, cyandza (scrotum, jazyk, &lanky prstov, $picka chvosta)
dosledkom zniZenej cirkulacie.

Vyskyt kazdého z vyssie uvedenych priznakov u aspoil troch zvierat v skupine bude pokladané za
»humane endpoint® postupu vedic kjeho ukonleniu. Aby sme v najvy$Sej moZnej miere
minimalizovali riziko hypertenzie, v postupe budui pouzité transgénne linie potkanov na genetickom
podlkade kmenia Wistar Kyoto a nie SHR (spontaneously hypertensive rat). Tymto spésobom
zamedzime potencidlnemu thynu zvierat dosledkom podavania vysokotukovej diéty s navodenim
obezity.
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Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: ano nie



Netechnické zhrnutie projekiu

Nazov projektu: Vplyv latok ovplyviiujicich expresiu endotelinu-1 na molekularne, histologické a
funkéné parametre v modeli plUcnej hypertenzie u potkana

Kiucové slova: pltcna hypertenzia, potkan, monokrotalin

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: *’(052 {g“’ 2’2 4/ ‘?)

Uéel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu

Ciefom projektu je zistit vplyv troch latok na expresiu endotelinu-1 v pltcnej artérii, aorte, pravej
a lavej komore srdca, ako aj v plazme podas rozvoja plticnej hypertenzie navodenej monokrotalinom
a zhodnotit vplyv terapie na funkéné parametre pravej komory.

Prinos z vykonaného projektu:

Plicna artériovd hypertenzia je nevylielitelné ochorenie s nizkou kvalitou Zivota ainfaustnou
progndzou s vysokou a skorou mortalitou. Nové farmakoterapeutické postupy cielené na expresiu
endotelinu-1 by sa mohli li§it od zdsahov do G&inkov endotelinu-1 a mohli by prispiet k zlepseniu
kvality Zivota i preZivania pacientov.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné pocty : Potkany, samce rodu Wistar

Predpokiadany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projekiu:




Predpokladana groves krutosti:
vaZenie zvierat — slab4

s.c. aplikdcia monokrotaling — slab3

meranie saturdcie krvi kyslikom pomocou pulznej oximetrie - slab
I.p. aplikdcia anestetika avertinu — slabg
hemodynamické merania v anestéze — bez moZnosti Zotavenia

dudnost a znijenje fyzickej vykonnosti po dlhodobom pésobeni monokrotalinu - stredna

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenije:

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit vplyv monokrotalinu (a plicnej hypertenzie)
na histologické zmeny, molekulérno-biologické parametre, EKG, bazdlnu a beta adrenergicky
stimulovand funkeiu pravej komory in situ, nie je mozné pokus vykonat bez pouZitia zvierat.
Pocitacové simuldcie nie sq v tomto pripade vhodnym alternativnym spbdsobom, podobne ako in vitro
pokusy, ked%e na bunkovych kultdrach nie je moiné relevantne posudit funkciu kardiomyocytov,
najma v rdmci pravej komory ako celku. Rovnako nemozno hodnotit komplexné deje, akymi je rozvoj
pltcnej hypertenzie, so sprievodnymi etiopatologickymi a kompenzaénymi funkénymi a
molekuldrnymi zmenami vo viacerych organoch stcasne, a pod vplyvom farmakoterapie.

3. Zjemnenie:



20% pocas 24 hodin ]

Projekt bude podliehat opétovnému schvalovaniy: ano  nie
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