Priloha é. 1

. -/
Netechnické zhrnutie projektu - Ak’TM!‘f/_/»Zﬁ-}/s’{/S/ c .
& porfud /':Mafwéé tap

Nazov projektu: Funkénd architektira mozgu hlodaveov pri Alzheimerovej charobe
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: Ro-4274/14-221c

Klticové slova v projekte (max 5 slov): Alzheimerova choroba, hlodavce, in-vivo, elektrofyzioldgia,
mikroskopia :

Utel projektu: Zakladny vyskum
Opisat ciele projektu

Alzheimerova choroba, rovnako ako vela dalsich neurodegenerativnych ochoreni, sa spéja s
akumulaciou abnormélnej formy proteinov v centrélnej nervovej ststave, o spésobuje degeneraciu a
nasledni dysfunkciu neurénov, ktora vedie k charakteristickym kognitivnym zmenam. Podla
sucasnych Statistik trpi Alzheimerovou chorobou viac ne? 24 miliénov fudi a kazdy rok sa toto &islo
2vaCsi o 4,5 milidna novych pripadov.

Akym spésobom molekuldrne a morfologické zmeny ovplyviiuji neurondlnu aktivitu a spracovavanie
informécii v mozgu a vedu ku kognitivnym zmenam pri Alzheimerovej chorobe je nezndme.
Rozpoznanie a presna charakterizécia zmien aktivity a funkcie neurénov a neurondlnych sieti je viak
mimoriadne déleZita pre poznanie patogenézy neurodegeneracie a pripadnu identifikdciu novych
diagnostickych a lietebnych postupov.

PredloZeny projekt si kladie za svoj ciel zmapovaf funkénd architektdru mozgovych struktar
postihnutych neurodegeneréciou pomocou kombinacie elektrofyziologickych, zobrazovacich,
optogenetickych a behaviordlnych technik.

Prinos z vykonaného projektu

Podrobnd charakterizacia funk&nej architektiry mozgovej kéry umozni porozumiet transformécii
molekuldrnej patolégie do kognitivnych zmien. Vysledky navrhnutych experimentov méu viest k
presnej charakterizdcii patogenézy neurodegenerativnych ochoreni a naslednej identifikécii novych
diagnostickych postupov, prip. terapeutickych ciefov.

V priebehu relativne kratkej doby trvania pokusov (cca 1 rok) sa ndm dosial podarilo Gspeéne
zaznamenat Struktdru mikroglii a aktivitu inhibicnych interneurdénov in-vivo u mysi exprimujucich
skréteny protein tau v kombindcii s ¢ervenym fluorescenénym proteinom. Takyto pristup nam
umoziluje dalej sledovat zmeny $truktdry a aktivity ciefovych skupin buniek CNS v priebehu rozvoja
Alzheimerovej choroby.

Behavioralne Stdie vyZadujice miernu vodnt deprivéciu mySi zapocali zaciatkom roku 2018. Uspegne
sa nam podarilo natrénovat experimentalnych zvierata v tzv. 2AFC (two-alternative forced choice)
senzorickom teste pomocou semi-automatického trénovacieho systému vyzadujliceho minimalny
dohlad experimentétora. Aktudlne pokracujeme v trénovani experimentalnych zvierat, ktoré su
modelom pre Alzheimerovu chorobu.



Dosial dosiahnuté vysledky—predovéetkym zdznam neurondlnej aktivity in-vivo, pozorovanie
morfoldgie mikroglif in-vivo a behavioralne trénovanie—potvrdzuji vedeckd validitu navrhnutych
experimentélnych postupov pri posudzovani vplyvu molekularnej patoldgie na neuronalnu aktivitu a

vys3ie kognitivne funkcie.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

V pokusoch pouZivame bezné (»wild-type”) a transgénne mysi, ktoré exprimuju fluorescenéné
proteiny vo vybranych ciefovych skupinach buniek centralnej nervovej sustavy.

PSvodne schvaleny poget pouZitych zvierat na projekt/skutoéné mnozstvo pouzitych zvierat:

mys laboratérna (transgénna samica)
my3 laboratdrna (transgénny samec)
my$ laboratérna (C57BI6 samica)
mys3 laboratérna (C57BI6 samec)

300/70
300/70
200/4 (behaviorélne testy)
200/4 (behaviorélne testy)

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

Charakteristika postupu

Vplyv na zviera

VaZenie zvierat

Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest fiadna.
Trvanie 1-2 minuty. ’

Kratkodoba fixacia
a subkutadnna injekcia
anestetik

Standardna metéda. Kratkodoby mierny stres sposobeny manipuldciou
a obmedzenim pohybu. Bolest slab4. Trvanie 30 sekind.

Operacény zakrok

Standardna metéda. Operdcia vykonand v celkovej inhala¢nej anestézii.
Bolest Ziadna, vzhfadom k tomu, e zviera sa pocas operacie udrfiava
na chirurgickej hladine anestézie. Trvanie 20-60 minut.

Bolest slaba aZ stredna v priebehu zotavovania sa z operaéného
zdkroku. Kontrolovana analgetikami po dobu min. 5 dni. Zotavovanie sa
zo zakroku je klasifikované ako stredna krutost postupu.

Zaznamendvanie
elektrofyziologickej
aktivity neurénov in-vivo

Standardna metéda. Zvierats su pocas akitnych pokusov v celkove;
inhalaénej anestézii. Bolest #iadna. Trvanie 1-8 hod. denne.

Chronické pokusy budi vykondvané Standardnymi metédami uréenymi
pre pracu s imobilizovanymi hlodavcami. Bolest iadna a3 slaba.
Kratkodoby mierny stres spbsobeny manipuléciou a cca 20s
imobilizaciou pri pripajani aparatury. Trvanie 1-2 hod.

Vetky zvieratd musia byt habituované na osobu experimentatora a
experimentdlnu aparatdru pre minimalizaciu stresu.

Behaviorilne trénovanie
a pokusy

Standardnd metéda. Krutost stredna. Trvanie max. 1-2 hodiny denne.
Behavioralny tréning vyzaduje miernu vodnu deprivéciu a tie? doslednu
habitudciu experimentalnych zvierat na aparaturu a experimentatora.

Zaznamenavanie
neurondlnej aktivity
pocas behavioralnych
pokusov

Standardna metéda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou
a cca 20s imobilizdciou pri pripdjani aparatdry. Bolest Yiadna a$ slaba.
Trvanie 1-2 hodiny. Vietky zvieratd musia byt habituované na osobu
experimentatora a experimentalnu aparatdru pre minimalizdciu stresu.




Vetky operaéné zakroky na experimentalnych zvieratach boli a si vykonavané v celkovej
izoflurdnovej inhalaénej anestézii. Vietky zobrazovacie experimenty boli vykonané na
experimentdlnych zvieratach v celkovej anestézii (taktieZ izoflurdnova inhalaéna anestézia). Vietky
zvieratd boli neustéle monitorované vySkolenymi pracovnikmi potas zotavovania sa z operacného
zakroku, ako aj v priebehu samotnych experimentov. Opera¢né rany sa zahojili u vetkych pokusnych
zvierat uZ v priebehu 2-3 dni po operdcii a zvierat boli zaroveri plne mobilné.

Osem experimentalnych zvierat (myéi) bolo dosial pouiitych v navrhovanych behavioralnych
experimentoch. Styria samci a Styri sami¢ky mali (a majt) v priebehu vodnej deprivécie zabezpedeny
pristup k tekutindm kaZdy def. v priebehu trénovania zvierata neutrpeli Ziadnu ujmu, ¢o sa
odzrkadlilo aj na ich rychlom nauéeni sa a »Porozumeni” behavioralnemu testu, ktory vyzaduje
zapojenie senzorickych a vy&sich kognitivnych funkcii (pamit, rozhodovanie, pozornost).

Predpokladana trover krutosti:

Celkovd klasifikécia krutosti projektu bola uréend ako strednd vzhfadom k navrhovanému trénovaniu
na behavioralne experimenty, ako aj pooperactnej starostlivosti a nasledujicim testom v celkove;j
anestézii. Experimentdine zvierats podrobené miernej vodne;j deprivécii s neustdle monitorované
vyskolenymi pracovnikmi a maju pristup k vode v priebehu behavioralneho tréningu a testovania (vo
forme odmeny, t.j. pozitivheho podmiefiovania), ako aj jedenkrat za 24 hodin ad libitum. DéleZitou
sucastou behavioralnych experimentov je niekolkodiiova habitugcia mysi na experimentélnu
aparaturu a osobu experimentdatora.

Ostatné pouZivané postupy, akymi st o.i. vazenie zvierat, operacny zakrok v celkovej anestézii,
injekcna aplikécia latok, behaviordlne testovanie a zaznamendvanie aktivity neurénov v anestézii a
potas behaviordlnych pokusoyv, s klasifikované ako slabd krutost postupu. Vetky experimentélne
zvieratd su monitorované v priebehu operacného zakroku, ako aj potas zotavovania sa. Vietkym
experimentdlnym zvieratdm su po zakrokoch podavané antibiotika (prevencia infekcie), analgetika
(potlacenie prip. bolesti) a dexametazén (prevencia edému mozgu).

Uplatiiovanie zisad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Vzhladom na komplexnost dejov odohravajcich sa v fudskom mozgu, sicasna drove vedeckého
poznania neumoziiuje nahradit poznatky ziskané zo Zivého mozgového tkaniva animalnych modelov
poznatkami ziskanymi z in-vitro experimentov. Detailny vyskum mechanizmov spracovania a &irenia
informacii v neurénoch a neurénovych sietach mozgu, predovsetkym s vyuZitim modernych postupov
elektrofyziolégie, molekularnej biolégie a genetiky, ktoré vyZaduju priamu manipuldciu s aktivitou
alebo genetickou vybavou neurénoy, je tak moZné uskutodriovat iba na pokusnych zvieratach.

2. Redukcia poétu zvierat:

V navrhovanych experimentoch sa vyuZivaju zvierata z vlastného chovu tak, aby sa minimalizoval
pocet pokusnych zvierat. Transgénne a bené mysi a potkany st krizené v pottoch nevyhnutnych pre
ziskanie potrebného mno¥stva idajov. Navrhované a pouzité pocty zvierat st nevyhnutné pre
spolahlivé Statistické vyhodnotenie vysledkov.



3. Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa striktne dodrziavaju interné SPP. So zvieratami sa zaobchadza
humdnne a nie st vystavované stresovym podmienkam. Zvierata st chované v podmienkach
vyhovuijlcich ich fyziologickym a sociologickym potrebdm. Vietky operagné zakroky sa vykonavaju v
celkovej anestézii. Pooperaéna starostlivost o zvierats zahffia podévanie analgetik, antibiotik,
dexametazdnu a kontinudlne monitorovanie zdravotného stavu zvierat vySkolenym personalom.
Zobrazovacie experimenty sa vykondvaju tie? v celkovej anestézii.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: dno  #ie
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Nazov projektu: Oxid dusnaty v mozgovej kore: od génov k schizofrénii
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: &.k. Ro-591/17-221
Kracové slova: oxid dusnaty, socialna izolacia, prepulzna inhibicia
Ugel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu:

Ciefom projektu bolo prispiet k objasneniu dlohy signalizacie oxidom dusnatym (NO) v patofyziologii
schizofrénie. V animalnom modeli schizofrénie zalozenom na chove potkanov v socialnej izolacii bolo
ciefom preskumat' stvisiost medzi tvorbou NO v mozgu, redoxnou rovnovahou v mozgovom tkanive,
GABAergickou signalizaciou, a zmenami v spravani zvierat, ktoré sti podobné priznakom schizofrénie.

Prinosu projektu:

Projekt preukazal, e u zvierat chovanych v socialnej izolacii odchadza k znizeniu tvorby NO avsak
zvyseniu oxidatného stresu, ktoré su sprevadzané zmenami v spravani, predovSetkym zniZenou
efektivitou senzorimotorického gatingu, povaZovanou za endofenotyp schizofrénie. Biochemické a
molekularne-biologické analyzy potvrdili tlohu NO a porusenej redoxnej rovnovahy v procesoch
veducim k patologickym behavioralnym priznakom, ktoré st relevantné pre vyskum dusevnych portich
u Cloveka. Medzikmenové rozdiely v efekte dizky izolacie poukazuji na vyznam tak konétitu&nej
vulnerability ako aj kumulativneho pésobenia negativnych faktorov prostredia, predovsetkym
chronického stresu, pre navodenie patologickych zmien. Preukézalo sa, Ze volba kmefia a dizky
izolacie vo vyskumnych §tadidch musi zavisiet' od konkrétneho vyskumného zameru a nie je mozné ju
dopredu administrativne stanovit. Podotykame, e vzorky ziskanych tkaniv budu predmetom dal$ich
analyz aj v nasledujlicom obdobi, pritom pevne verime, Ze odhalime dal$ie neurobiologické zmeny,
relevantné pre patogenézu schizofrénie. Vysledky tohoto projektu prispievajd k pochopeniu
patofyzioldgie schizofrénie a mézu byt v budicnosti vyuzité pri vyvoji novych diagnostickych a
prognostickych metdd a hfadani novych terapeutickych moznosti.

Pocet a druh zvierat
Potkan laboratérny (Rattus norvegicus) kmer Sprague — Dawley 80 ks, kmen Wistar Kyoto 80 ks

Urovei krutosti
stredna (10-tyzdfiova izolacia), kruta (29-tyzdriova izolacia, 20 zvierat)



Uplatiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

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

2. Redukcia poctu zvierat:

V experimente bol pouZity optimalny podet experimentalnych zvierat tak, aby bol experiment
statisticky vyhodnotitelny a zavery véeobecne prijatelné.

3. Zjemnenie:

V experimente sme dbali na citlivd manipulaciu so zvieratami. Na konci chovu boli zvierata
humanne usmrtené. Najskér sa vystavili pésobeniu oxidu uhligitého v uzavretej nadobe az do
straty vedomia a v hilbokom bezvedomi boli nasledne dekapitované, odkrvené a po otvoreni lebky,

hrudnej a brusnej dutiny boli odobraté prislugné organy na biochemické a molekularne biologické
analyzy.
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Netechnické zhrnutie k projektu podla §40 nariadenia viady SR €. 377/2012
Z.z.

Nazov projektu: Testovanie latky 1—(9,9-Dibutyl—9H—ﬂuoren—ZyI)-Z—methyl—z—morpholin—4-yl-
propan-1-one (synonymum NPI-20400) pre regulacné ucely: Opakovand 28 dfiovd itidia
toxicity na potkanoch (OECD 407)

Typ vyskum: Ide o aplikovany vyskum, ktoré cielom je zabranit posdkodeniu zdravia [udskej
populicie,

Kfu€ové slova: potkan, opakovana 28 driova ttddia toxicity

Ciel' projektu: Cielom projektu je poskytnut podklady pre postdenie bezpeénosti chemickej
Iétkyl-(9,9-DibutyI—9H—fIuoren—2y|)-Z—methyI-Z—morpholin-4-yl—propan—1—one(NPI—20400)

z hladiska schopnosti vyvolat toxick( reakciu organizmu po opakovanom podani. Prinosom
tejto Studie je véasné rozpoznanie toxicity skasanej latky a zabranenie negativnych vplyvov
na organizmus. Studia bude pouzita na stanovenie miery toxicity po opakovanej perorélnej
aplikacii v rdmci registracie podla legislativy REACH.

Postup projektu:

Pocet zvierat / skupiny:

Zvieratd boli rozdelené do 3tyroch skupin; jednej kontrolnej a troch davkovych (7 zvierat
/skupina/ pohlavie). Ku kontrolnej a 3. dévkovej skupine boli zaradené satelitné skupiny,
alebo tzv. zvieratd preZivajlice za G¢elom zistenia reverzibility Géinku.

Klinické pozorovania

® Mortalita/Marbidita: dvakrat denne

o Klinické pozorovania — denne

° Detailné klinické hodnotenie — pred prvou davkou a potom v ty#driovych intervaloch
o Telesnd hmotnost — 2 krat za tyzden

e Spotreba krmiva — tyzdenne

Po podani testovanej latky boli zvierats pozorovang, sledovala sa mo?n4 reakcia zvierat na
podavanu latku (zmeny spravania, srst, odi, dychanie, atd'.). K Ziadnej reakcii na podavand
latku nedoslo, zvierata aplikaciu latky aj latku samotni znaali dobre. Potas trvania Stadie sa
nevyskytli zmeny v zdravotnom stave zvierat, neboli zaznamenané Zmeny spravania sa
zvierat, zmeny na srsti, o¢iach, slizniciach ani zmeny v dychani. Nebolo teda nutné predéasne
humanne utratit Yiadne zviera. Nebol zaznamenany Ziadny Ghyn poéas trvania $tddie.



Funkcna pozorovacia batéria

Funkéna pozorovacia batéria pozostavala z nasledovnych testov:
e Motoricka aktivita
e Test sily stisku

Testy boli vykonané 2 dni pred ukonéenim podavania ldtky.

Vlastny pokus:

Dévkové skupiny zvierat dostavali testovand latku v odstupriovanych koncentracich.
Kontrolna skupina dostévala rovnakym spésobom vehikulum. Testovana latka bola podavana
prostrednictvom sondy, objem tekutiny podanej naraz nepresiahol 1 mi/100 g telesnej
hmotnosti zvierata. Zvieratam bola per os podavana latka kazdy defi v rovnakom &ase.
Nasledné boli zvieratd sledované z dévodu vyskytu moZnej reakcie na podavan( latku. Pocas
pokusu sa nevyskytla Ziadna reakcia na podavanu latku. Zvieratd ju znadali dobre. Dva krat
do tyZdia sa zvieratd odvasili. Raz do tyzdnia sa zaznamendvala spotreba krmiva. Voda sa
zvieratam vymieniala kaZdy druhy def. Raz za tyZden sa zvieratdm vymiefala podstielka. Na
konci Studie bola zvieratdm odobrata krv na hematologicku a biochemicky analyzu. Nasledne
boli zvieratd usmrtené predavkovanim anestetika kombinacia Ketamidor inj. ad us. vet. -
Ucinna latka; Ketaminum (Ketaminum chloridum) s narkotickym Gtinkom / Xylazinum inj. ad
us. vet. - u€innd latka Xylazinum hydrochloridum. T4to kombindacia Ket/Xyl m4 vyhovujtci
sedativny, analgeticky, myorelaxaény a anesteticky Géinok. Bola vykonana podrobnd pitva.
Orgény boli fixované v 10% neutralnom formaline a odoslané na histologické spracovanie.

Hmotnost zvierat a pristup k potrave:
Zvieratd boli vaZené dva krat za tyzden. Krmivo a voda bola podavand ad libitum. Krmivo
(peletove krmivo) ~ $tandardn4 laboratérna diéta. Voda z verejného vodovodu.

Ustajnenie:

Zvieratd boli ustajnené Vv typizovanych chovnych klietkach pre potkany, 2-3 potkany
rovnakého pohlavia v jednej klietke. Podstielka bola vymienand raz za tyiden. Teplota vo
zverinci 22 + 2° C, vlhkost vzduchu 55 + 10%, Svetelny reZim 6-18h svetlo, 18-6h tma.

Odber biologického materidiu

V priebehu tidie bol urobeny odber krvi (na konci $tudie) na hematologické a biochemické
vySetrenie. Satelitnym skupindm 14 dni po poslednom podani testovanej latky.

Pri odbere krvi do 500 mikrolitrov sa pouZiva metdda podla Waynfortha HB nevyzadujica
ziadnu anestéziu ¢ znecitlivenie potkana. Krv sa odoberie z vena caudalis (chvostovej Zily)
potom, €o sa zviera umiestni do plexisklového valca ($tandardné fixaéné zariadenie). Po
nahriati a zérovert umyti chvosta teplou vodou (40°C) sa koniec chvosta dezinfikuje a cca 5.0



mm od konca chvosta sa urobi strih ostrymi nozni¢kami. Odber krvi sa riadi Standardnymi
pracovnymi postupmi pracoviska.

Patoldgia

V priebehu trvania $tudie nebol zaznamenany Uhyn zvierat. Rovnako nebolo nutné pristpit
k pred€asnému humédnnemu usmrteniu zvierat.

Vsetky zvieratd preto boli pitvané na konci pokusu v stlade s planom $tddie a metodikou
OECD 407.

Satelitné skupiny boli utratené rovankym spésobom 14 dni po poslednom podani testovanej
latky. Pitva a spracovanie organov prebiehalo v stlade so §tandardnymi postupmi pracoviska

Druh pouiZitych zvierat a ich predpokladany pocet:

Celkovy pocet zvierat v $tadii: 38 samcov + 38 samic

Ndhradné zvierata: 1 samce + 1 samice

Kontrolna skupina: 7 samcov / 7 samic + satelitni skupina 5 samcov / 5 samic
1.davkova skupina: 7 samcov / 7 samic

2.davkova skupina: 7 samcov / 7 samic

3.davkova skupina: 7 samcov / 7 samic + satelitna skupina 5 samcov / 5 samic

Satelitné skupiny sa pouZijii na pozorovanie reverzibility, alebo oneskorenych UGé&inkov
testovanej latky. V priebehu 3tidie s nimi bolo nakladané ako s ostatnymi zvieratami. Po
ukonéeni aplikdcie tieto zvieratd boli sledované 14 dni a nasledné boli podrobené, ravnako
ako zvieratd v ddvkovych skupindch pitve.

Predpokladany prinos projektu:

Prinosom tejto 3tidie je véasné rozpoznanie toxicity testovanej latky a zabranenie
negativnych vplyvov na organizmus. Vysledky $tidie umoznia oznacovanie latky z hladiska
toxicity podfa GHS (Globally Harmonised System) v sulade s European Regulation No
1272/2008 on Classification, Labelling and Packaging of Substances and Mixtures (CLP

Regulation) za U¢elom ochrany zdravia a bezpeénosti a st potrebné na registracné ucely v
stlade s predpismi REACH.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v rimci vykondvania projektu:
V ramci vykonania pokusu boli na zvieratich vykonané nasledovné postupy:
> Invazivne postupy - perordlna aplikdcia testovanej latky patri do kategérie ,slabé”
krutosti postupov. (Poddvanie testovanej latky cez sondu, vrdmc limitov
primeranych pre velkost a druh zvierata.)
> Invazivne postupy - odbery biologického materialu patria do kategérie ,strednej”
krutosti postupov. Potet odberov bol minimalizovany, nie si robené na vsetkych
zvieratach. (Odber krvi z chvostovej vény.)



» Invazivne postupy - intraperitonealna aplikdcia anestetika za Géelom usmrtenia
zvierata patri do kategérie krutosti ,slabd”. (Poddvanie nadmernej davky anestetika
pri humannom usmrteni).

> Neinvazivne postupy - vasenie zvierat, patri do kategérie krutosti ,slaba“.

» Moznd systémovd reakcia na poddvanti létku — nebola pozorovana Ziadna reakcia na
podévand latku, kategéria krutosti ,slaba”.

> PreZivanie zvierat po 28driovom podavani testovanej ldatky (satelitné zvieratd) -
neboli pozorované Ziadne zmeny zdravotného stavu zvierat ani reakcia na poddvanu
latku pocas preZivania u satelitnych zvierat, kategdria krutosti ,slaba”.

» Neinvazivne postupy ~funkény test: motoricka aktivita, kategéria krutosti »stredna”,

> Neinvazivne postupy — funkcny test: test sily stisku, kategdria krutosti »Stredna”,

Spomenutym invazivnym a neinvazivnym postupom sa pre Uspesné splnenie cielov
navrhovanej $tidie nedalo vyhndt, ale boli minimalizované na najnizSiu moznu mieru tak,
aby zvieratd neutrpeli Ziadnu zdravotnu, fyzickd ani psychickd ujmu.

Uplatnenie zisad 3R:

> Refinement — v pokuse neboli vykonané bolestivé zakroky, ktoré by vyzadovali
pouZitie znecitlivejicich latok. Nebola pozorovana Ziadna systémovda reakcia na
podavand latku. Zvieratdam po aplikacii testovanej latky bola venovana zvysend
pozornost. Po podani latky zvierata netrpeli, preto nebolo nutné pristupovat
k huménnemu utrateniu, Ziadne zo zvierat nevykazovalo skére ,human end point”,
ktoré by indikovalo usmrtenie.

> Reduction — pocty zvierat v pokuse boli primerané, redukované v maximalnej miere
tak, aby nemohla ovplyvnena validita pokusu.

> Replacement — Moznost nahrady testami in vitro. Test na zvieratich sa neda nahradit
alternativnymi metédami in vitro z dévodu potreby reakcie Zivého organizmu na
podanie latky a jeho systémové pdsobenie.

Postupy v projekte (moZné systémova reakcia na podavanu latku, preZivanie satelitnych
zvierat po 28dfiovom poddavani latky) boli kategorizované ako ,slabé a3 kruté” postupy.
Systémova a ani ind reakcia na podavanu latku sa u zvierat nevyskytla, preto po ukoné&eni
projektu moino kategorizovat systémovu reakciu na podavanu latku a preZivanie satelitnych
zvierat po 28dfiovom podévani latky ako postupy ,slabé”.

Vzhladom na vysledky, experiment je moZno vyhodnotit ako ,stredne kruty”, ked' stredne
kruté boli hodnotené ukony ako odber krvi .



PRILOHA 2

Netechnické zhrnutie projektu podPa §35 ods.2 pism. b) a §40 nariadenia vlady SR
¢.377/2012 Z.z.

Nazov projektu: Charakterizacia novych 3D bunkovych linii na trovni in vitro a in vivo.
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: //QZW 7 / 1¥-c2 / @

KPacové slova: duktalny adenokarciném pankreasu, neuroendokrinny tumor, 3D bunkové
linie, xenografty

Utel projektu: zékladny vyskum

Ciele projektu: Cielom Studie bude overit histologickti podobnost’ pdvodného nadoru
s nadorom indukovanym v atymickych mysiach po transplantacii novych bunkovych linii,
izolovanych zI'udskych nadorov. Takto overené 3D bunkové linie sa stand unikatnym
modelom pre vyskum nédorov pankreasu.

Prinos z vykonaného projektu: Prinosom projektu budu vytvorené 3D nadorové linie,
izolované  zTudskych neuroendokrinnych nadorov a duktalnych
adenokarcinémov pankreasu. V sudasnej dobe je po podobnych 3D
modeloch velky dopyt zo strany vedeckych ingtiticii a farmaceutickych
spolo¢nosti. Predkladatel’ projektu mé v tejto oblasti velké skiisenosti a je
tvorcom unikatnej 3D nadorove;j linie, v saéasnosti testovanej v USA.

Druh pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty: Atymicka (tzv.nude) mys§ (Mus Musculus),
samicky s hmotnostou do 30 gramov, predpokladany maximalny pocet
zvierat 12 jedincov/rok, podas trvania projektu (cca 5 rokov), celkovy pocet
zvierat za obdobie trvania projektu max.60 jedincov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rimeci vykonavania
projektu: Podla naSich doterajSich skiisenosti a pozorovani nema transplanticia udskych
nadorovych buniek formou podkoZnej aplikicie do oblasti chrbta prip. stehien vyrazne
negativny vplyv na pokusné zvieratd. Vynimoéne sa moze objavit’ zaCervenanie koZe v mieste
vpichu suspenzie buniek. Samotné aplikécia buniek je rychla, niekedy takmer nepostrehnutelna
samotnym zvieratom. Zviera sa po aplikicii buniek pozoruje v pravidelnych intervaloch
(min.3x za tyZdeti). Po objavent sa rastticeho nadoru, ktory je moZné pozorovat’ ako pohyblivi
hr¢ku pod koZou sa zviera nech4 preZivat’ este niekolko dni, maximalne viak do &asu, ked’
nador dosiahne priblizne 5-7 mm v priemere. Pri takejto velkosti nadorov nehrozi ich
prerastanie alebo diseminécia (metastdzovanie) do vnitornych organov. Zviera sa humanne
eutanazuje pomocou CO; anador sa vyextrahuje a zafixuje v 10% paraformaldehyde na
histologické spracovanie. Nami vykonané behavioralne pozorovania, realizované v zahraniéi a
zacielené na detekciu zmien v spravani, pohyblivosti, prijmu potravy, hravosti a interakcie
s inymi jedincami ukazali, 7e zviera vyuZité na xenograftické Studie, pri ktorych je indukovany
nador vel'mi maly, vyraznym sposobom netrpi. Riegitel projektu ma viac ako 12 roéné
skusenosti s aplikiciou nadorovych buniek (Pudskych, mySich apotkanich) do pokusnych
zvierat (atymicky potkan a mys).



Predpokladand Groveii krutosti: predpokladdme nizku pripadne strednt mieru krutosti,
kedZe pokus zastavime v dase, ked’ Jje indukovany nddor maly a riziko
prerastania, ¢i metastdzovania do vmiitornych organov je vel'mi malé.

Klasifikacia krutosti jednotlivych experimentainych postupov

Postup krutost’
Vazenie slaba
Jednorazova podkozna aplikacia stredna
buniek

Palpacné vy$etrenie pritomnosti slaba
nadoru

Prezivanie zvierat s vytvorenym strednd
nadorom de velkosti max. 7 mm.

celkova klasifikacia stredna

Slabé: VaZenie zvierata manipulécia za ti¢elom palpacie novovytvorenych nddorov spada
do tejto oblasti.

Stredné:
a)Jednorazova aplikacia (podkozna) suspenzie buniek (v rukich skdseného
experimentatora ide o zakrok takmer nepostrehnutel’ny samotnym zvieratom, ale
nemozno tplne vylaéit uréiti mieru krutosti

b)PreZivanie zvierat s transplantovanymi niddormi do max. vel'kosti 7mm.
Ako uZ bolo spomenuté, v minulosti sme nezaznamenali znaky nepriaznivého
vplyvu tak malych nddorov na zvierat, teoreticky ich vSak nemoZno tplne vylaeit
ani pri takomto dizajne experimentu.

Bez moznosti zotavenia: Odber niadorov maximalnej velkosti 7mm (a mengej) sa bude
realizovat’ po humannom usmrtenf zvierat'a pomocou zvySujiiceho sa prietoku COx.

Pozn. Spolony program vyuZivania organov a tkanfv v tomto pripade nie je, pretoZe to
neumoziuje povaha experimentu (nedaji sa vylagit' zmeny ostatnych tkanfv na réznych
Grovniach (fyziologickej, biochemickej) sekre¢nymi produktami transplantovanych
nadorovych buniek).

Human End Point skére

Vramci rieSenia projektu uvaZujeme s metodikami so strednou mierou krutosti. Zvierata
budd po podstipeni takéhoto zikroku monitorované ao human end point bude
rozhodnuté na zaklade skore z tidajov z tabul'ky A.



Tabulka A

Normalny 0
Vzhlad Absencia Cistenia srsti 1
Piloerekcia, chiilenie 2
prijem potravy a vody Normalny 0
Prijima: telesnd hmotnost | 10 % 1
Neprijima vodu andi potravu 2
Normalne 0
prirodzené spravanie Menej pohyblivé a pozorné, izolované 1
Vokalizdcia, nepokojné, sebamrzacenie 2
Normaélne 0
provokované spravanie Zmeny v spravanf 1
Reaguje prudko, alebo naopak vel'mi slabo 2
SPOLU 0-8
Hodnotenie skére:
0-2 norma
3-4 konzultécia s veterindrnym lekirom
5 aviac eutanazia

Sulad s peziadavkou nahradenia, cbmedzenia a Zjemnenia

Pri realizicii postupov budeme dodrZiavat vieobecné zasady 3R: nahradenie, zniZ’enie a
zjemnenie (Replace, Reduce a Refine).

Nahradenie — Projekt izolacie novych nadorovych bunkovych linif, rasticich v 3D
podmienkach (3D kultivacie) je sudastou celosvetovej iniciativy v oblasti experimentalne;j
onkologie, ktor si kladie za ciel’ nahradit’ rozgirené, ale nevyhovujice 2D bunkové systémy
novymi, skutont in vivo situaciu lepsie modelujticimi bunkovymi systémami — 3D kultirami.
Nadorové bunky, rastiice v 3D podmienkach modeluju architektiru skutoéného nadorového
tkaniva a umozZiiuji lepsie skiimat’ skutodné podmienky prieniku testovanych latok do 3D
mikronddorov. Predpoklada sa, Ze optimalizované 3D kultivaéné systémy vyselektuji zdanlivo
icinné testované latky uZ na zaiatku a vyrazne tym budd redukovat pocet experimentalnych
zvierat, nevyhnutnych na overenie Géinnosti lieSiv, ktoré preukazali téinnost’ na bunkach
rasticich v 2D podmienkach. Projekt tak — hoci nevyhnutne vyuZiva malé mnoZstva
experimentdlnych zvierat - prispeje ku zniZeniu podtu zvierat, pouzitych v budtcnosti pri
testovani novych kandidatnych latok.

V nasom projekte planujeme pouZit' len nevyhnutny podet zvierat na overenie histologickej

podobnosti indukovaného nadoru a pdévodného nadoru. Toto je nevyhnutné na overenie
moznosti, Ze izolovany indukovany nador pochidza z jedného, velmi agresivneho klonu



buniek, ktoré ziskali evoluénii vyhodu pri in vitro kultivacii. Sudasné in vitro systémy
neumoziiuju v plnej miere nahradit’ bioreaktorové vlastnosti organizmu pokusnych zvierat pri
indukcii nadorov.

Redukeia (zniZenie) - na ziskanie experimentilnych vysledkov pouZijeme max.podet 12
jedincov za jeden rok riefenia projektu. Tento podet povaZujeme za dostatoény a
zéroveh maximalny, z hl'adiska reprodukovatelnosti, ako aj ziskania nevyhnutnych tdajov.
Mensi pocet zvierat mbze spdsobit’ vyraznejsie pdsobenie interindividualnych rozdielov medzi
pouZzitymi jedincami.

Zjemnenie (Refinement) — V rdmci nasho projektu Gast’ experimentalnych udajov (napr.
histologickych dat) ziskame histologickym spracovanim 3D sféroidov (mikronadorov),
rastucich in vitro. Pri indukcii nadorov ukonéime experiment huméannym usmrtenim zvierat'a
v Case, ked’ velkost’ nadoru eliminuje riziko prerastania resp. diseminécie nadorovych buniek
do vnutornych organov. PouZité experimentalne zvieratd budi mat’ chovné klietky, obohatené
o predmety, stimulujice zvedavost’ a hravost’ zvierat.

Projekt nevyZaduje spitné posiidenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 7.7.).



Priloha &2 : /341 /75’ ~82,// 3
Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.
Nazov projektu:

Testovanie u¢innosti, biokompatibility a biodegradacie antiadhezivneho filmu na modeli
pooperacnych zrastov u potkanov

KPacové slovd v projekte: zvieraci model adhézie, lauryol hyaluronanu

a) Informicie o ciePoch projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte
a typoch zvierat.

Cielom projektu bude zistit’ u¢inok, biokompatibilitu a biodegradaciu acylovaného derivatu
hyaluronanu — lauroyl HA pri réznom stupni substitiicie, hribky pre profylakticku lie¢bu
adhézie na S$tandardnom zvieracom modeli pooperaénych zrastov potkanov. Efekt na
antiadhéziu bude sledovany a porovnavany s pripravkom Seprafilm, ktory je sudastou
profylaxe adhezi pri brusnych operaciach.

Potkany sa podrobia operdcii v celkovej ilokélnej anestézii. Pooperatny stav a doba
pozorovania 14. resp. 28 dni s optimalne pri elimindcii nepriaznivych vplyvov na zdravie
zvierat dennym poddvanim analgetika.

Predpokladdme, Ze ujma na pouZitych zvieratach bude v prvych troch diloch po operacii, ked
sa uskutoéni proces hojeni ntornéh ia a inciznej 71

hladiska bezpe&nosti a u€innosti budiceho zdravotného prostriedku pre ¢loveka
prinos projektu vyrazne prevy3uje ujmu u experimentélnych zvierat.

Ocakavanym prinosom projektu bude vyvoj u&inného zdravotnickeho prostriedku vyuZiteIného
v profylaxii vzniku adhezii u 'udi s poskodenim vnttrobruiného tkaniva vplyvom operaénych
zasahov.

V projekte sa pouZije celkom 130 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov, samcov, kmetia
Wistar). Experimentdlnym jedincom pred usmrtenim nebuda aplikované Ziadne cudzorodé
latky. Testované latky nepridu do kontaktu so Zivymi zvieratami pred aplikaciou.
Experimentalny model u potkanov sa vyvola operaciou. Po druhom, resp. Stvrtom tyzdni sa
budu sledovat’ symptémy adhezivnych zmien vplyvom r6znych foriem testovanej latky.
Zvieratam bude po&as celého experimentu (14, resp. 28 dni) podavané kazdy defi krmivo a pitna
voda ad libitum.

Celkovo v postupe budt vykondvané prace na zvieratich pri strednej trovni krutosti podla
klasifikacie krutosti postupov:

VaZenie zvierat- slab4

Jednordzova aplikdcia anestetika i.m. - slaba

Aplikacia analgetik, ATB i.m.- opakovane - stredna

Opera¢né zakroky sa vykonaju v celkovej anestézii - stredna

PreZivanie zvierat po opercii - stredna

Poopera¢ny stav - stredn4

Vyberanie stehov po zakroku vykonany na zvieratéch v anestézii - strednd

i.m aplikdcia anestetik, s.c. aplikacia lokalneho anestetika, -slaba



individudlne umiestnenie po operécii a pocas celého projektu za 14, resp. 28 dni
v priehl'adnych klietkach — stredna
Odber krvi z podchvostove;j zily (1 kvapka) v &iastodnej anestézii - stredn4.

b) Preukizanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animalny model adhézie sa $tandardne pouZziva pri sledovani G¢inkov potenciadlnych latok
ovplyviiujtcich adhézie vnitrobrugného prostredia. V medzindrodnych databazach (ECVAM,
NC3R) sa zistovali alternativne metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentalnych zvierat.
V stcasnej dobe neexistuje validovan alternativna met6da testovania latok s antiadhezivnymi
vlastnostami pripravkov pouZitelnych v medicine u Zivych organizmov. Potkan laboratérny je
systematicky najniZ$ie postaveny druh vhodny pre posudenie u¢inkov zdravotnickeho produktu
v mieste jeho podania.

Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym podtom experimentalnych potkanov tak, aby nebol
ohrozeny ciel' projektu abola zabezpedena reprodukovatelnost’ i validita postupu pre
biochemické, hematologickeé, makroskopicko-morfologické, histologické analyzy, testovanie
biodegradability, ako ajich $tatistické vyhodnotenie. Zvieratd budi saméicho pohlavia,
rovnakého veku, resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnot
atym Statisticky nesignifikantnym vysledkom. Z dévodu Setrenia zvierat nebudi zaradené
kontrolné zvieratd v 28-diiovom postupe, ked'Ze vysledky budii znime zo 14 diového
sledovania a nie je potrebné ich zarad’ovat’ do d’alsej $tudie.

Zdsada zjemnenia (refinement)
Zvieratd budu po presune z chovného zariadenia v aklimatizdcii. Po dobu 7 dni sa umiestnia po

Styri v dostatoéne velkych vani 20cm) za stanoveného svetelného
¢ho a kimneho reZimu.

2] Na zabréanenie vzniku pooperaényc zapalovych
reakcii sa pouzije an ové krytie podas prvych troch dni. Operané zdkroky budu
vykonavané sktisenym odbornym pracovnikom s dlhoroénou praxou. Potkany podas postupu
preziju vyraznejsi stres v operaénom a poopera¢nom obdobi, ktory budeme minimalizovat
podanim anestetik a analgetik. So zvieratami sa bude zaobchadzat’ $etrne a prostredie vani
obohati predmetmi na hru a ohryzovani

utanazia sa vykond bezbolestne

0K¢€] celkove] anestézii predavkovanim anestetik.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: nie
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Priloha ¢.2: Netechnické zhrnutie projektu pedPa §40 Nariad. vlady SR & 377/2012 Z.z.

Nizov projektu: Uéinky kvercetinu na ischemicko-reperfiizne poskodenie srdca u
potkanov s pritomnost'ou komorbidit

a) Informidcie o cieloch projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte

a typoch zvierat.

Cielom Stidie je preskimat’ potencidlny kardioprotektivny u&inok prirodného
polyfenolu kvercetinu vo€i ischemicko-reperfuznemu pogkodeniu u potkanov s vybranymi
komorbiditami (hypertenzia, diabetes II. typu a hypertryglyceridémia), ktoré sme vybrali na
zéklade ich klinickej relevantnosti priblizujicej sa redlnemu vyskytu ischemicko-
reperfuzneho poSkodenia u 'udi v kombindcii s najrozsirenej$imi civilizadnymi ochoreniami -
komorbiditami.

Pre dosiahnutie stanovenych cielov budi vykonané dve paralelné $tudie pre kazdu
komorbiditu (SHR/ZDF/HTG): akutna (akttne ex vivo podanie kvercetinu) a chronické
(chronické in vivo podanie kvercetinu v davke 20mg/kg/dett 6 tyzdiiov, jeden krat denne).
Potkany z kazdej Stidie budu rozdelené do dvoch experimentilnych skupin: kontrolnej,
a skupiny s aplikovanym kvercetinom. Kazd4 skupina bude obsahovat’ 20 jedincov — 10
uréenych na meranie fyziologickych parametrov sfdc vystavenych ischemicko-reperfiiznemu
inzultu s vyuZitim metédy Langendorffove] perfuzie sfdc, a 10 na odbery pre biochemicks,
morfologické a molekuldrno-biologické analyzy. Zvieratd vetkych experimentalnych skupin
budi huménne usmrtené uvedenim do hlbokej anestézie intraperitonedlne podanym
anestetikom Thiopentalom v davke 50 mg/kg (spolu s heparinom i.p., 500 IU).

V priebehu kfmenia a prebyvania potkanov v chovnom prostredi nepredpokladime
Ziadnu ujmu, ¢i pdsobenie faktorov, ktoré by mohli potkanom spdsobovat’ stres. Podas
vietkych tkonov spojenych s manipulaciou s potkanmi, & sich usmrcovanim sa bude
eliminovat’ stres a utrpenie podanim celkovej anestézie. Z hladiska uZito¢nosti
predpokladanych vysledkov 3tudie pre &loveka prinos projektu vyrazne prevyfuje ujmu u
experimentalnych zvierat.

OCakavanym prinosom projektu bude odhalenie potencidlu kvercetinu pre
prevenciu ischemicko-reperfiizneho poskodenia srdca u jedincov s pritomnostou komorbidit.
V ramci $tudie neo¢akdvame zhorSenie zdravotného stavu potkanov po podani kvercetinu ale
naopak, jeho pozitivne G¢inky, a to nielen na ofakavané zvysenie tolerancie voéi ischemicko-
reperfaznemu poSkodeniu, ale aj v d’aldich parametroch (napr. korekcia krvného tlaku).
Sledovanie tychto parametrov viak nie je hlavnym ciel'om tejto tidie.

V projekte sa pouZije celkovo 480 potkanov (3 a 12 mesaéné), s telesnou hmotnostou
zodpovedajucou veku a kmetiu. Potkany buda odktipené priamo od dodavatela (vo veku 3
a 12 mesiacov) bez predoslych zdsahov do ich Zivota. Podet 480 jedincov postatuje pre
stanovenie u¢innosti kvercetinu vodi ischemicko-reperfiznemu pogkodeniu v kombinacii
s hypertenziou, diabetom II. typu alebo hypertriglyceridémiou, a porovnanie jeho
terapeutickych vlastnosti s prislu§nymi kontrolami. Experimentilnym potkanom pred
usmrtenim nebudt aplikované Ziadne cudzorodé latky. Testované substancie mnepridu do
kontaktu so zivymi zvieratami.

Zvolené experimentilne modely jednotlivych komorbidit u potkanov su geneticky
podmienené a ochorenia sa tak vyvijaji v ase s pribudajicim vekom. Testovana latka bude
peroralne aplikovana skupine potkanov s chronickym in vivo poddvanim denne po dobu 6
tyZdfiov jeden krat denne pracovnikom s dlhodobou praxou.

Celkovo v postupe budu vykondvané prace na zvieratich pri nizkej trovni krutosti
podra klasifikicie krutosti postupov. VaZenie zvierat, meranie tlaku a aplikacia anestézie sa

hodnotia ako slabo kruté.
1
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a) Preukdzanie stiladu s poZiadavkou nahradenia, cbmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animadlny model ex vivo ischemicko-reperfiizneho poSkodenia pomocou Langendorffovej
metody perfiizie izolovaného srdca sa $tandardne pouziva pri sledovani uginkov
potencialnych kardioprotektivnych latok. V medzinarodnych databazach (ECVAM, NC3R) sa
zistovali alternativne metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentdlnych zvierat.
V suCasnej dobe neexistuje validovand alternativna metéda testovania potencidlnych
kardioprotektivnych latok vo&i ischemicko-reperfiznemu poskodeniu, ktord by zistila udinky
danej latky na funkciu srdca a rozsah infarktového loziska, a zéroved by nezahfiiala vyuZitie
zvierat. Preto sa pouziva klasickd metéda s vyuZitim zivych zvierat. Potkan laboratérny je
systematicky najniZSie postaveny druh vhodny pre postdenie kardioprotektivnych uéinkov
testovanej latky.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym poétom experimentélnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu abola zabezpedena reprodukovatelnost i validita postupu pre fyziologické,
makroskopicko-morfologické a histologické analyzy, ako aj ich Statistické vyhodnotenie.
Zvieratd budii saméieho pohlavia, a v ramci jedne; experimentalnej skupiny rovnakého veku,
resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnot a tym $tatisticky
nesignifikantnym vysledkom. Desat zvierat v skupine je optimalny pocet potrebny pre
zistenie u¢inku testovanej latky, a preto neméZe byt’ redukovany.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvierata budi po presunuti z chovného zariadenia v aklimatizacii. Po dobu 5-15 dni buda
umiestnené po 3-4 jedincoch v dostatoéne velkych klietkach (rozmery 60%70x45cm, plocha
4200 cm?) za stanoveného sveteln¢ho, tepelného a kimneho rezimu. Potkany podas postupu
nepreziju vyraznej3i stres, so zvieratami sa bude zaobchadzat Setrne. Prostredie klietky sa
obohati predmetmi na hru a ohryzovanie. V pripade nahleho zhorenia zdravotného stavu
jedincov charakterizovanych v tabulke human end points budd zvieratd humdnne usmrteng.
O humdannom usmrteni bude rozhodovat veterindrny lekar na zéklade informacii od
zodpovednych 0sdb za projekt. Eutanazia sa vykon4 bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

Projekt bude podliehat’ opstovnému schvaPovaniu: nie
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Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu: QWQZ//Qvae///Sq

Testovanie biologickej aktivity a Strukturilnej integrity imunogénu v biolegickom testovacom
systéme

Podrobny uéel postupu:

Alzheimerova choroba, rovnako ako vela daldich neurodegeneraénych ochoreni, sa spija s
akumuléciou abnormalnej formy proteinov v centralnej nervovej sustave, ktord sposobuje
degenericiu a nasledni dysfunkciu neurénov. Podla suCasnych Statistik trpi Alzheimerovou
chorobou 24 miliénov Pudi a kazdy rok sa toto &islo zvadd o 4,5 miliéna novych pripadov. Podla
predpokladov pocet pacientov do roku 2040 stiipne celosvetovo v priemere 0 200 percent. Studasné
lieebné postupy spoéivajii najma v symptomatickej a podpornej terapii aviak terapia kauzilna
zatial’ neexistuje.

Projekt je pokratovanim predchadzajiceho projektu s rovnakym nazvom. Jeho cielom je testovat’
biologicku aktivitu a $trukturalnu integritu vakciny uréenej na klinické testy. Testovanie moze
prebiehat’ len v biologickom testovacom systéme. Schopnost’ produkovat’ imunitnii odpoved’ je
povazovana za jednu z najddlezZitej$ich vlastnosti potrebnych pre stanovenie stability imunogénu.
Tato forma testovania je pozadovand regulaCnymi orgdnmi EU (EU: Directive 75/318/EEC as
amended, jil 1996; ICH: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: STABILITY
TESTING OF BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS (Q5C)). Imunogén je
odvodeny z proteinu tau, ktory zohrdva kl'i¢ovi tlohu v patogenéze Alzheimerovej choroby a
pribuznych tauopatii. Imunogén je netoxicky a vel'mi dobre ho experimentalne zvierata zvladaja.

Pri prezentacii projektu bol kladeny déraz na vyznam Studovanej problematiky a ddleZitost pouzitia
animdlneho modelu (my%) pre ziskanie biologickych vzoriek. Boli predtudované moné alternativne
pristupy, ktoré by umoznili nahradit’ zvieratd za bunkové systémy. Komplexnost’ sledovanych
molekulérnych procesov si viak vyzaduje pouZit’ cicavéi model. Pokusy st navrhnuté v salade s
legislativiymi a etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Projekt prebehne v niekolkych &iastkovych experimentoch:
e 100 experimentov, po 11 ks v skupine. Celkom 100 x 11 = 1100 mys$i.

Celkom bude pouzitych 1100 my3i C57BL/6NCrl (samice) vo veku priblizne 6 tyZdtiov.

Po vstupnej karanténe a veterindrnom vySetreni budu zvierata preradené do prislusného
experimentu.
° Vdei 1, 8 a 15 sa kazdej myske v experimente aplikuje testovany imunogén subkutannou
injekciou v davke 300 ul pro toto.
° Vdeil 22 sa zvieratdm odoberie krv z retroorbitilneho plexu v objeme asi 100-150 ul.
Celkovy objem odobratej krvi od kazdého zvierata neprekraCuje stanovené normy.
¢ MySky potom ostani v experimente bez dalSej terapie akrv sa podobnym spdsobom
odoberie este na konci mesiacov 3, 6,9,12a1l5.
Nasledne budi zvierat4 z experimentu vyradené a huménne usmrtené v stilade so zadkonom:
anestézia a dislokacia krénych stavcov

Opodstatnenost’ pokusu a poufitie zvierat v pokuse
Testovanie schopnosti imunogénu navodit’ imunitng odpoved’ je povazované za tandardnti metodu
testovania jeho biologickej aktivity. Vzhladom na skuto¢nost,, Ze v siiGasnosti nie je dovolené tieto
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met6dy skiimat’ na Pudskych pacientoch, a na fakt, Ze dany experiment sa v stii¢asnosti nedd
vykonat’ v podmienkach in vitro, je pouZitie animalnych modelov nevyhnutng.

Manipulicia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera

postupu

VéZenie zvierat Kratkodoby mierny stres spésobeny manipuldciou. Bolest’
slaba. Trvanie 1-2 mindty.

Kratkodoba fixacia | Standardna metéda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na krku.

a subkutanna injekcia Kritkodoby  mierny  stres spdsobeny  manipulciou

(3x v intervaloch 7 dn) a obmedzenim pohybu. Bolest’ strednd. Trvanie 1 mintitu.

Stav zvierat po Zvieratd mozu byt mierne stresované v dosledku aplikacie

aplikacii subkuténnej injekcie. Z doterajiich skusenosti pocas

experimentu zvieratd na podanie imunogénu reagovali

dobre, neboli zaznamenané nepriaznivé vplyvy na zvierata.
Bolest’ slaba.

Odber krvi Standardna metéda. Pred odberom sa zviera v1oZi na par minut
(retroorbitalny plexus) do indukénej komory s isofluranovou anestéziou. Zviera sa
fixuje za koZnu riasu na krku. V okamihu ako je zviera
sedované sa sklenena kapilara jemne zasunie pod oénu gulu a
kriZivym pohybom sa mieme narud retroorbitédlny plexus.
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuliciou a
obmedzenim pohybu. Bolest' stredna. Trvanie 1 miniitu.

Stav zvierat podas Nepredpokladame nepriaznivé ucinky, zvieratd reaguji na
obdobia preZivania podanie imunogénu dobre. Odber z o&ného splavu sa

vykonéva v sedécii a opakuje sa az v 3mesaénych

intervaloch, ¢o by mala byt’ dostatoéne dlh4 doba na
regeneraciu a zotavenie zvierat. Bolest’ slabd aZ stredna.

Usmrtenie v anestéze | Standardnd metdda, Zviera sa vlozi do indukéného boxu
dislokaciou krénych | s isoflurdnovou anestézou, po vybrati sa ihned vykona
stavcov cervikalna dislokacia. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekind
ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budd dodr¥iavaf interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’” humdnne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Niekol'ko nezévislych §tudif
preukdzalo, Ze stres vyznamne modifikuje imunitni odpoved’, ¢o je v pripade nasho experiment
neZiaduce. Starostlivost’ zabezpeduje jedna osoba, na ktorti si zvierat zvykli. Zvierata su chované
vpocte 5 zvierat na chovnu nadobu, aby sme zabezpeCili socidlne interakcie medzi zvieratami.
Zvierata st chované v podmienkach vyhovujtcich fyziologickym a sociologickym potrebam. Odber
krvi sa vykonava v &astkovej anestézii, aby sme utlmili bolest’ spdsobenti odberom krvi.

Pri spozorovani neZiaducich Géinkov (triaSka, apatia, ...), zviera oddelime a klietku umiestnime na
vyhrevnd podloZku aZ do zotavenia. V pripade vytvorenia rdn v mieste vpichu ranu oSetrime
pripravkom Betadine a v nasledujicich dioch pozorujeme. V pripade vyskytu neocakavanych
mokvajucich rén, miesto vpichu o¥etrime dermalnou mastou Kalcium Panthotenicum a izolujeme,
aby sme zabranili d’al§iemu poraneniu zvierata ostatnymi zvieratami.
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Redukeia:

Stanoveny poCet zvierat je minimalizovany v &o najvysiej moznej miere a zaroven zabezpedujuci
Statistickii relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. V projekte bude testovanych viacero Sari
vakeiny (min 12) v rdznych Casovych intervaloch od jej vyroby.

Nahradenie:

Sucasnd droveri vedeckého poznania neumoZfiuje sledovat biologickn w&innost peptidoveého
imunogénu v in vitro podmienkach. Pri imunizacii sa sleduje celkovy titer protilatok, typ imunitnej
odpovede, ako aj $pecifickost’ protilatok, ktoré vznikli po imunizacii. 7 legislativneho hl'adiska nie
je mozné dany experiment vykondvat’ na humannych pacientoch.

Zasada nahraditel’nosti zvierat

Pre hPadanie alternativne; metddy sme pouZili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych met6d (ECVAM, NICEATM-ICCVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme
nenasli Ziadnu alternativnu metodu, ktoru by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme
nemuseli vykonavat’ experimenty na zvieratach.

Utrpenie versus prinos
Zvieratd v danom experimente nebudi vystavené nadmernému utrpeniu. Zo skusenosti z nagich
predchddzajucich projektov neodakavame vyrazné nepriaznivé Géinky na zvieratd, U niektorych
zvierat viak méZe v kratkom &ase po vpichu objavit’ mierna apatia v dosledku stresu z aplikacie
subkutdnnej injekcie, ktora odznie v nasledujucich hodinach. Subkutinna aplikécia trvd niekolko
sektind. Odber krvi trva len par sekiind a vykonéva sa na sedovanych zvieratach.
Pri¢ina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostdva neznama. Désledkom tohto stavu je
absencia uginnej liedby. Imunologické postupy vo vyskume Alzheimerovej choroby priniesli uz
niekolko prevratnych objavov, napr. identifikdcia proteinu tau a beta amyloidu — dvoch kIi¢ovych
molekul zodpovednych za patologické zmeny viazané na ochorenie. Imunizécia zvierat vedie
k produkeii $pecifickych protiltok, ktoré st dbleité na mapovanie chorobnych zmien tau proteinu.
Ked’Ze tau protein je prirodzene neusporiadany protein, ktory nem4 stabilng Struktiru, neexistuje
ind moZnost’ ako mapovat patologické zmeny tau proteinu, ako pouzivat’ Specifické protilatky,
ktoré vznikajui po imunizacii.
Predpokladany prinos:

Testovanie biologickej aktivity vakeiny a jej Zivotnosti

Zaciatok pokusu je pldnovany na 1.10.2018 a bude sa realizovat’ do 31.12.2020.
Zvieratd nebudu vystavené opatovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné postidenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).



