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Priloha & 2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Néazov_projektu: Vplyv haloperidolu a olanzapinu na neurogenézu a apoptézu v

schizofrenickom modeli

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 3103/{‘}/ - 2‘)73

KlMicové slova v projekte (max 5 slov):

- schizofrénia, antipsychotikd, neurogenéza, apoptdza

Ukel projektu: zékladny vyskum

Opisat’ ciele projektu:

Suhrnnym cielom predloZeného projektu je zistit’ vplyv subchronického podavania typického
alebo atypického antipsychotika (haloperidol/olanzapin) na neurogenézu a apoptdzu v in vivo

modeli schizofrénie vo vybranych mozgovych oblastiach.

V animdlnom modeli schizofrénie, ktord bude navodena aplikaciou dizocilpinu budeme

sledovat’ efekt vyssie uvedenych antipsychotik (haloperidol a olanzapin) na:

1/ neurogenézu detekovanii prostrednictvom expresie BrdU v oblasti hipokampu (gyrus

dentatus) a subventrikularnej zone

2/ expresiu vybranych markerov neurogenézy (doublekortin, reelin, Notchl, Hes, BDNF) a
apoptézy (Bcl-2, Bel-X1, Bax, p53, Apaf-1) v hipokampe

3/ aktivitu vybranych oblasti mozgu (prefrontalny kortex, striatum, septum, hipokampus),
ktora bude uréend prostrednictvom detekcie c-Fos proteinu v neurénoch (pomocou NeuN ako

neuronalneho markera), resp. astrocytoch (pomocou glidlneho fibrilérneho kyslého proteinu)

4/ behavioralne parametre v danom modeli (test rozpozndvania nového objektu, Morrisovo
vodné bludisko)

Prinos z vykonaného projektu:




Predchadzajuce exprimentdlne $tidie poukézali pri schizofrénii na zmeny v signélnych
drahach/proteinoch zapojenych do regulacie embryonalneho vyvinu, pricom niektoré z tychto
drah zohravaju do6lezitd ulohu aj v dospelom mozgu a si zapojené do neurogenézy. Popri
zmenach v neurogenéze sa predpokladd, Ze v patoldgii schizofrénie zohrava tlohu aj
apoptoza. AvSak o vplyve antipsychotik na neurogenézu a apoptézu v mozgu indukovani
schizofréniou je zatial’ malo dostupnych informacii. Preto ciefom predloZeného projektu je
priniest nové poznatky o vplyve typickych (haloperidol), resp. atypickych (olanzapin)
antipsychotik na patologické zmeny v neurogenéze a apoptdze indukované schizofréniou
Predpokladdme, ze typické a atypické antipsychotikd budi neurogenézu a apoptdzu
ovplyviiovat odliSne, kedZe na bunky pdsobia prostrednictvom inych receptorov a
ovplyviiuju iné mechanizmy. Verime, Ze ziskané poznatky pomézu k lepS§iemu porozumeniu
podstaty ochorenia, pripadne novym cielenej§im farmakologickym pristupom, ktoré umoznia

korigovat’ abnormalne zmeny v neurogenéze/apoptoze vyvolané schizofréniou.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

V planovanych experimentoch budeme vyuZivat' iba samce laboratérnych potkanov kmena

Sprague-Dawley, 148 dospelych jedincov.

Predpokladanv nepriaznivy vplvv/uima na pouZité zvieratid v ramci vvkonavania

projektu:

Vzhladom nato, Ze laboratérnym potkanom budeme intraperitonedlne podavat’ farmaké pocas

13 dni a anestetikd pred transkardidlnou perfuziou, zvieratd budu pri injikovani pocitovat
kratkodobu slabu bolest’, pripadne prechodny diskomfort a nepohodlie po podani injekcie.
Podanie dizocilpinu  spdsobuje u hlodavcov abnorméalne zmeny vo viacerych
neurotransmiterovych  systémoch v mozgu (predovietkym dopaminergickom a
glutamatergickom), ktorych dosledkom s behaviorilne zmeny ako zvy$end spontanna
aktivita, stereotypné spravanie, kognitivne poruchy. Je pravdepodobné, Zze v désledku tychto
zmien bude stredne naruSend pohoda a celkovy stav zvierat, preto tieto postupy a stav zvierat
z hl'adiska krutosti oznad¢ime ako stredné.

Vystavenie zvierat behavioralnym testom (test rozpoznavania nového objektu, Morrisovo
vodné bludisko) tiez predstavuje isty diskomfort a prechodné nepohodlie a tieto postupy

z hl'adiska krutosti hodnotime ako slabé.

Predpokladana troven krutosti:




MANIPULACIA SO ZVIERATAMI MIERA KRUTOSTI

vaienie zvierat slaba

oznacdovanie zvierat na chvoste permanentnym perom slaba

behavioralne testy (test rozpozndvanie nového predmetu, Morrisovo

slaba
vodné bludisko)
opakované i.p. podéavanie farmék (fyziologicky roztok, dizocilpin, i
. e stredna
antipsychotikd, BrdU)
schizofrénii podobny stav navodeny i.p. podavanim dizocilpinu stredna
CELKOVA KLASIFIKACIA STREDNA

Uplatiiovanie zisad 3R:

1. Nahradenie zvierat

Schizofréniu a vplyv vybranych antipsychotik na neurogenézu a apoptdzu pri tomto ochoreni
je mozné Studovat’ len na animalnom modeli s dostatoéne vyvinutym nervovym systémom.
Preto nie je moZné navrhovany experiment realizovat na systematicky nizSom druhu
Zivotichov a ani za vyuZitia poéitadovej simuldcie. Je nevyhnutné vyuzit dospelé samce
potkanov kmena Sprague-Dawley, kedZe s jednym z najastejSie v literature pouzivanych
modelov. Aj experimenty v medzinidrodnom meritku s podobnou tematikou sa prevadzaj

hlavne na potkanoch.

2. Redukcia pocétu zvierat
Pocet zvierat v experimentalnych skupinach je minimalizovany na najmensiu moZn hranicu
tak, aby ziskané Gidaje boli Statisticky relevantné, vedecky hodnoverné a mali aj poZadovani

vypovednu hodnotu.

3. Zjemnenie

Zvieratd budu drzané v klietkach po 2 za prisunu peletovanej stravy a vody ad libitum, o im
umozni pine realizovat’ prirodzené formy spravania, vratane socialneho. U zvierat bude po
aplikdcii farmdk denne sledovany ich zdravotny stav. Ak ddjde k zniZeniu prijmu potravy,
vody a hmotnosti zvierat'a, alebo budeme pozorovat’ zmeny v jeho vzhl'ade a spravani oproti
prirodzenému/provokovanému spravaniu budeme to konzultovat' s veterindrnym lekarom,
pripadne pristipime k usmrteniu zvierata podanim letalnej davky pentobarbitalu (100 mg/kg
zvierata), podla dosiahnutého skére urfeného na ziklade ¢&iselného ohodnotenia
ukazovatel'ov stanovenych v tabulke s humane end points. Utrpenie zvierat nebudeme

zniZovat’ nijakym inym spdsobom, ked’Ze by to mohlo ovplyvnit’ nami sledované parametre



(napr. podavanie utlmujicich latok by ovplyvnilo posobenie dizocilpinu a antipsychotik,
obohatenie prostredia by malo vplyv na neurogenézu). Vietky postupy buda uskutofiované
tak, aby zvieratd ¢o najmenej stradali. Na projekte sa bud(l podiel'at’ len skiiseni pracovnici

vySkoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.

=
o

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvalovaniu: ano



Priloha 4: Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 nariadenia vlady
Nazov projektu: Vyznam coxsackievirusej infekcie podas gravidity

Cislo konanie rozhodnutia o schvaleni projektu: 3354/18-221/3
KPacové slova: mysi, coxsackievirusova infekcia, prenos infekcie poas gravidity, vakcina

Utel projektu: zékladny vyskum
Budeme sledovat’ patogenézu EV, budeme sa snaZit’ pochopit’ antivirusovu aktivitu v zmysle redukcie
replikacie virusu v réznych organoch infikovanych mys$i, v zavislosti od &asu po infekci,

histopatologickych zmien a imunitnej odpovede a spdsob podporenia novej stratégie pre antivirusovii
terapiu.

Ciel’ projektu:

Cielom projektu je ziskat’ exaktné poznatky o patogenéze coxsackievirusovej infekcie pri peroralnej
infekcii. Vzhladom k tomu, Ze v siCasnosti su k dispozicii prevazne udaje o priebehu infekcie po
parenteralnej aplikacii virusu, ale prirodzena cesta infekcie enterovirusmi u I'udi je alimentarna, je
experiment zamerany na podrobné $tudium G&asti Erevného imunitného systému pri rozvoji infekcie
a vzniku ochorenia. Na 3tudie sa pouzivali $tandardné laboratérne kmene virusov.

Dalej nagim ciefom je zistit’ vplyv orélnej infekcie coxsackievirusom B3 (kmefi Nancy) na priebeh
gravidity samic infikovanych v jednotlivych $tadiach gravidity. Sledovat’ prenos CVB3 (Nancy) z
infikovanej samice na plod podas prenatilneho obdobia. Stadium vplyvu infekcie coxsackievirusom
B3 (Nancy) na mlad’ata, ktorych matky boli infikované potas gravidity. A tieZ naim cielom je
Studovat’ vplyv monovalentnej vakciny na priebeh gravidity a imunity mladat.

Prinos projektu:

1) Projekty nepredpokladaju ekonomické prinosy.

II) Vysledky navrhovanej $tidie pomdZzu porozumiet’ problému patogenézy coxsackievirusovej
infekcie s vyuzitim experimentilneho systému a spoznat’ patologicky potencial, vratane
genetickych determinantov virulencie u prenosnych ochoreni

[Il) Vysledky navrhovanej $tidie umoZnia zaviest novl stratégiu: preventivne opatrenia
(oCkovanie), ak je matka infikovana podas gravidity

IV) Vysledky navrhovanej Stadie by mohli byt zédkladom pre budice 3tidie vakcina&ného
programu, pre objasnenie mechanizmu rozvoja detskych a chronickych chordb, a tiez pre
Stadie sivisiace s prevenciou tychto ochoreni.

V) Doposial’ neexistuje vakcinacia proti CVB virusom. Mame mozZnost’ skamat’ G&innost
monovalentnej vakciny. Na§ model infekcie gravidnych mysi (Bopegamage et al., 2012)
Jje vhodny pre $tidie infek&nych agensov.

Vd'aka podobnosti mCAR receptoru u my$i a CAR receptoru u I'udi, modelovym organizmom $tidia
patogenézy coxsackievirusov je najvhodnej$im modelom je my§ (Mus musculus). Patogenéza a $irenie
coxsackievirusu v organizme sa nedd skimat’ na Pudskej populacii. Preto planované projekty nam
pomdzu rozumiet’ mechanizms imunitného systému hostitela.

Podet a druh zvierat: My$ (Mus musculus), CD1 outbrédne mysi;
Celkovy pocet zvierat za trvanie projektu: 578,
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Samce: 53, Samice: 105, Mlad’ata: 420 (samce aj samiéky).

Uroveii krutosti: Celkové hodnotenie krutosti skusky: slaba - stredna

Analyzy projektov, pokial’ ide o pomer ujmy a prinosu, ukazujii, Ze ujma spdsobend zvieratam z
hladiska utrpenia, bolesti a strachu odévodnena o¢akdvanym vysledkom s ohPadom na etické aspekty
Jje v prospes$né 'ud’om (hore uvedeny body II, III, IV a V str. 1).

Po zhodnoteni literarnych zdrojov v sucasnej dostupnej vedeckej literatire zameranej na hladanie
alternativnych laboratérnych technik, navrhovany projekt pokusu plne re3pektuje zasadu 3R, projekt je
v sulade s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Replacement: Na saCasnom stupni vedeckého poznania neexistuje dostatoéne validovany in vitro
alternativny spdsob sledovania patogenézy virusovych infekcii, t.j. nie je znama nahrada pouzitia
zvierat v uvedenom projekte (prilohy &. 5, 6, 7). U ludi nie je redlne mozné sledovat’ patogenézu
virusovych infekcii a kinetiku destrukcie buniek. Navrhnuty zvieraci druh — mysi. MySaci model,
vzhladom na podobnost’ priebehu infekcie s 'ud’'mi vd’aka pritomnosti mCAR receptoru, je vhodnym
prostriedkom na $tidium ochoreni spdsobenych coxsackievirusmi. Z uvedenych dévodov je nutné
vykonat' Stidie na zvieratich. VSetky pokusy budi vykonané podfa doporuéenej a schvalenej
metodiky , Nariadenie vlddy SR ¢. 377/2012 Z. z. § 12“.

Refinement (zjemnenie manipuldcie so zvieratami): v naSich projektoch nebuda vykonané bolestivé
zakroky pri ktorych je potrebné pouzit’ latky zmieriiujuce bolest’. Slaba - stredna bolest moze byt
spOsobena systémovou reakciou na ordlne podanu litku ako vraciaci reflex.

Reduction (obmedzenie poctu zvierat): Predpokladany polet zvierat potrebnych na pokus je
minimalizovany na najmenSiu moZnii mieru, aby sa vSak zarugila $tatistickd validita udajov.
Akékolvek  zniZenie poftu zvierat mdze viest kznizeniu validity a Statistickych
kalkulacii preukaznosti pokusu a nevyhnutnosti jeho opakovania. Kvéli tomu mame redukované pocty
zvierat na kazdy interval pitvy aj sil redukované intervaly sledovania patogenézy (to znamena pitvy).
Bezbolestné usmrtenie zvierat, najhumanneji sposob je predavkovanie anestetikom.

Eutanaziu zvierat vykondva povereny oSetrovatel’ v miestnosti na to uréenej. Eutanazia (v
konkrétnych pripadoch podP'a planu pokusu, ktoré nepitveme a st uréené na pozorovanie) sa prevedie
intraperitonealne podanim thiopentabarbituratu. Bez moZnosti zotavenia: postupy, ktoré sa celé
vykondvaju v celkovej anestézii. Human end point: Coxsackievirusova infekcia nespdsobuje vyraznu
bolest’ ani utrpenie, ani smrt’ (preto ich patogenéza nie je objasnend). Preto projekty kon&ia poslednym
dfiom pozorovania po infekcii (pitvou).

Projekt nie je potrebné spétne postdit’



Priloha ¢. 2 :

Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.
Nizov projektu: 590 2/ 1¢ 224 /?)

Imunizicia kralikov nativnymi véelimi antigénmi a ich rekombinantnymi ekvivalentami

KPacové slovd v projekte: imunizacia, nativne v&elie antigény, séra krélikov

a) Informacie o ciel’och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, podte
a typoch zvierat. .

Ciel'om projektu je ziskavanie hyperiminneho séra po imunizacii krélikov pre aplikovany
vyskum pri vyvoji a vyrobe diagnostik, z ktorych sa budd purifikovat’ protilatky. Ziskané
protilatky sa pouziji pri vyskume immunitného potencidlu vé&iel pre vyvoj novych,
ekologicky jemnych lieCiv pre ochranu véelstiev vo&i chorobdm, d’alej pre hodnotenie
pravosti akvality vcelich produktov ako vyZivovych doplnkov, pripadne ich pouZitia
Vv apiterapii.

Prinosom bude rychla a pomerne jednoduchd imunochemicka detekcia sledovanych latok
(veelich proteinov/peptidov) s cielom ich vyuZitia v klinickej praxi veterinarnej mediciny.
Ziskanie krvnych sér s planovanym vyuZitim pri vyrobe diagnostik prinos projektu vyrazne
prevySuje ujmu u experimentalnych kralikov.

Predpokladand ujma na pouZitych zvieratich bude len v diskomforte pri fixécii kralikov
pocas aplikacie nativnych/rekombinantnych v&elich antigénov i odberoch krvi poéas postupu
postupu pri zdsahoch raz za 70 dni opakovane podla imuniza¢nej schémy. Samotny ukon
vSak bude kratkodoby nespdsobujici dlhodobu bolest’, utrpenie alebo stres a bez potreby
podania celkovej anestézie i analgetik. V pripade vyskytu bolestivych stavov sa pouZije
analgetikum Novasul, 0,1 ml/kg, i.m..

V jednotlivych €astiach projektu sa pouZije celkom 300 dospelych kréalikov, samcov i samic
(kmefi Hil - Novozélandsky biely x Kalifornsky kralik) vo veku 4-6 mesiacov. Imunizécia
kralikov sa vykond injekénym podanim nativneho/rekombinaného véelicho antigénu
v adjuvanse subkutdnnou aplikaciou do lopatkovej oblasti na chrbte. Zvierata budu fixované
vo fixaénych klietkach v kratkom ¢asovom tseku, aby sa nevyvolaval zbytoény stres a bolest’.
Za Celom ziskavania krvného séra sa uskutonia odbery krvi z usnej artérie (cca 50 ml)
opakovane jeden raz za 70 dni. Kraliky sa budd fixovat’ vo fixaénych klietkach a zakrok sa
vykond v ¢o najkratSom Case. Zvieratdm bude podas celého projektu poddvané kazdy deti
krmivo a pitna voda ad libitum.

Celkovo v postupe budi vykonavané prace na zvieratach pri strednej urovni krutosti podla
klasifikacie krutosti postupov:

VazZenie zvierat - slaba

Aplikécia antigénu s.c..- slaba

Prezivanie zvierat po aplikacii - slaba

Poaplikaény stav - slaba

Individuélne umiestnenie pocas celého projektu v $tandardnych klietkach pre kralikov — slabé
Fixécia zvierat vo fixaénej klietke do 10 minit - slaba
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Odber krvi z centrélnej usnej artérie opakovane jeden raz za 70 dni - stredna.

b) Preukazanie siiladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V siasnej dobe neexistuje validovand alternativna metéda produkcie krvného séra pre
vyrobu medicinskych produktov. V medzinarodnych databazach (ECVAM, NC3R) sa
zistovali alternativne metédy, ktoré by nahradili pouZitie experimentilnych zvierat. Pre
ziskavanie krvi nie je mozné v projekte nahradit’ navrhnuty animalny model alternativnymi
metodami. Kralik doméci je systematicky najniZSie postaveny druh vhodny pre ziskavanie
dostatoéného mnoZstva krvného séra.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je pldnovany s minimélnym poStom experimentilnych kralikov tak, aby nebol
ohrozeny ciel’ projektu a bolo zabezpetené dostato&né mnoZstvo krvného séra potrebného pri
vyrobe diagnostik. Pouziju sa samce aj samice, ked’ze pohlavie nevplyva na imunizéaciu sér.
Vramei Sefrenia sa nebudid zaradovat nové jedince do skupin jednotlivych
nativnych/rekombinantnich v&elich antigénov, ak zdravotny i kondiény stav umozni pouzif’
overeného kralika.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Nakol’ko pri pouZiti opakovanej davky jednotlivych nativnych/rekombinantnych
veelich antigénov pre zvieratd v danej skupine sa jedna o dlhodoby projekt, v ktorom dobry
zdravotny stav a dobra kondicia zvierat hraju vel'mi dolezitu tlohu, starostlivosti o zvierat
ako imanipuldcii snimi sa bude venovat velkd pozornost. Zvieratd budu oSetrované
skusenymi pracovnikmi a budu pod neustdlym dohladom veterinarneho lekara. Kraliky budu
mat’ k dispozicii dostupné prostriedky zlepSujiice ich Zivotné podmienky v projekte. Postupy
pouZivané pri aplikdciach i odberoch krvi maju nizku troveni z hl'adiska sposobenej bolesti
a stresu a budu taktiez vykondvané skiisenym pracovnikom s dlhoro&nou praxou. Pri vyskyte
bolestivych stavov sa postihnutému jedincovi podé prostriedok na zniZenie bolesti (Novasul,
0,1 ml/kg, i.m.). Eutanazia sa vykona bezbolestne v hibokej celkovej anestézi:.

Projekt bude podliehat’ opiéitovnému schvaPlovaniu: nie
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Priloha &. 2 :
Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia viady SR ¢&. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: % 02 ///t(J —=ced [Sa

Imunizacia krilikov antigénmi DB
KPicové slovd v projekte: imunizacia, rekombinantné antigény, séra kralikov

a) Informicie o ciePoch projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, podlte
a typoch zvierat.

Cielom projektu je ziskavanie hyperiminneho séra po imunizacii kralikov pre aplikovany
vyskum pri vyvoji a vyrobe diagnostik, z ktorych sa budu purifikovat’ protilatky. Ziskané
protilatky sa pouZijt pri vyvoji a vyrobe komerénych ELISA kitov pre huménnu medicinu.
Tieto sa planuji vyuzivat' pri detekeii proteinov, ktoré s sugastou metabolickych procesov
v T'udskom tele, ako aj procesov tvorby nadorov.

Oc¢akavanym prinesom projektu bude rychla a pomerne jednoducha diagnostika zdvaznych
ochoreni a patologickych stavov v humannej medicine. Ziskanie krvnych sér s planovanym
vyuZitim pri vyrobe diagnostik pre zistovanie ochoreni ¢loveka prines projektu vyrazne
prevySuje ujmu u kréalikov.

Predpokladand ujma na pouZitych zvieratach bude v diskomforte pri fixacii kralikov po&as
aplikdcie antigénov i odberoch krvi po&as postupu pri z4sahoch raz za 70 dni opakovane
podla imuniza¢nej schémy. Samotny tkon viak bude kratkodoby nespdsobujici dlhodobu
bolest’, utrpenie alebo stres a bez potreby podania celkovej anestézie i analgetik. V pripade
vyskytu bolestivych stavov sa pouzije analgetikum Novasul, 0,1 ml/kg, i.m..

V jednotlivych ¢astiach projektu sa pouZije celkom 300 dospelych kralikov, samcov i samic
(kmefi HIL - Novozélandsky biely x Kalifornsky kralik) vo veku 4-6 mesiacov. Imunizacia
kralikov sa vykona injekénym podanim antigénu DB v adjuvanse subkutinnou aplikaciou do
lopatkovej oblasti na chrbte. Zvieratd budu fixované vo fixaénych klietkach v kratkom
Casovom useku, aby sa nevyvoldval zbytoény stres a bolest. Za uéelom ziskavania krvného
séra sa uskutoCnia odbery krvi z usnej artérie (cca 50 ml) opakovane jeden raz za 70 dni.
Kraliky sa budu fixovat’ vo fixa¢nych klietkach a zdkrok sa vykona v o najkratSom &ase.
Zvieratdam bude po¢as celého projektu podavané kazdy deit krmivo a pitna voda ad libitum.
Celkovo v postupe budi vykonavané prace na zvieratich pri strednej Grovni krutosti podla
klasifikéacie krutosti postupov:

VazZenie zvierat - slaba

Aplikécia antigénu s.c..- slaba

PreZivanie zvierat po aplikacii - slab4

Poaplikaény stav - slaba

Individudlne umiestnenie pocas celého projektu v $tandardnych klietkach pre kralikov — slaba
Fixdcia zvierat vo fixa¢nej klietke do 10 minut - slaba

Odber krvi z centralnej usnej artérie opakovane jeden raz za 70 dni - stredna.
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b) Preukizanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V sucasnej dobe neexistuje validovand alternativna metéda produkcie krvného séra pre
vyrobu medicinskych produktov. V medzindrodnych databizach (ECVAM, NC3R) sa
zistovali alternativne metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentalnych zvierat. Pre
ziskavanie krvi nie je mozné v projekte nahradit’ navrhnuty animalny model alternativnymi
metodami. Kralik domdci je systematicky najniZ3ie postaveny druh vhodny pre ziskavanie
dostatoéného mnoZstva krvného séra.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s miniméalnym podtom experimentélnych kralikov tak, aby nebol
ohrozeny ciel’ projektu a bolo zabezpedené dostatoéné mnoZstvo krvného séra potrebného pri
vyrobe diagnostik. PouZiju sa samce aj samice, ked’Ze pohlavie nevplyva na imunizéaciu sér.
V ramci Setrenia sa nebudi zarad’ovat’ nové jedince do skupin jednotlivych antigénov DB, ak
zdravotny i kondi¢ny stav umozni pouZit’ overeného kralika.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Nakol’ko pri pouZiti opakovanej dévky jednotlivych antigénov DB pre zvieratd v danej
skupine sa jednd o dlhodoby projekt, v ktorom dobry zdravotny stav a dobra kondicia zvierat
hraju vel'mi ddleZita ulohu, starostlivosti o zvieratd ako i manipulacii s nimi sa bude venovat’
velkd pozornost'. Zvieratd budu oSetrované skisenymi pracovnikmi a budu pod neustalym
dohladom veterinirneho lekdra. Kraliky buda mat k dispozicii dostupné prostriedky
zlepSujuce ich Zivotné podmienky v projekte. Postupy pouZivané pri aplikaciach i odberoch
krvi majl nizku uroveit z hl'adiska sposobenej bolesti a stresu a budu taktie vykonavané
skiisenym pracovnikom s dlhoro&nou praxou. Pri vyskyte bolestivych stavov sa postihnutému

Jedincovi poda prostriedok na zniZenie bolesti (Novasul, 0,1 ml/kg, i.m.). Eutanézia sa vykona
bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: nie
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Netechnické zhrnutie projektu podla §40 Nariadenia viddy 377/2012 Z.z.

Ciel projektu

Tréning zruénosti lekarov v predatestatnej priprave v mikrochirurgickych technikach. Ciefom
praktického kurzu je osvojit si zakladné mikrovaskuldrne techniky v laboratérnych podmienkach, o je
klticové pre klinickd prax.

OCAKAVANY PRINOS

Rekonstrukéné operacné vykony v oblasti hlavy a krku st komplexnou a technicky naro¢nou
chirurgickou disciplinou. Mikrovaskuldrne prenosy volnych lalokov si neoddelitefnou suéastou
rekonstrukénych operécii v oblasti hlavy a krku. Prinosom bude zvy$enie tirovne vedomosti lekarov,
ktori nasledne uplatnia tieto techniky u fudi.

Zvierata budu podstupovat tikony, patriace do kategorie bez moznosti zotavenia. Pri tychto
postupoch budu zvieratad pocitovat iba jednorazovo slabu bolest, utrpenie alebo strach, aviak tieto
ukony vo vyznamnej miere nenaruduju pohodu ani celkovy stav zvierat. Pocas invazivnych vykonov
budd zvieratd uspaté na zabranenie vzniku bolesti a nasledne utrpenia. Z anestézie sa uz nepreberd
a bud( humdnne utratené

Pocet a typ zvierat
Druh pouiitych zvierat je rattus norwegicus, kmena Wistar, celkovo 30 samcov
Preukdzanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a ziemnenia

Nahradenie

Potkany su optimalne zvierata na nacvik mikrochirurgickych technik. Na jednej strane st dostatocne
malé, na strane druhej dotatoéne velké. Mysi by v tomto pripade boli prili§ malé. V ramci kurzu su
prvé dva dni s nacvikom na trenaZéri jednoduchych mikorchirurgickych anastoméz. To samo osebe
zniZzuje pocet potrebnych zvierat o 20 (10 U¢astnikov, 2 dni). PokrocilejSie metddy Zial nie je moiné
ale nacvitovat na trenaZéroch, nakotko ide o komplikovanejsie techniky rekonstrukénej chirurgie —
prenos lalokov.

Obmedzenie

Polet zvierat je minimalny na tri dni nacviku pre 10 Gcastnikov. Jedno zviera nie je moiné
vyuzit opakovane v ramci dni, nakolko ide o projekt bez moZnosti zotavenia. V ramci jedného dria sa
na zvieratach vyskuisa niekolko technik — end-to-end; end-to-side, side-to-side mikroanastomézy ako
i prenos mikrovaskularnych lalokov.

Zjemnenie

Zvierata budud pocas operacie v hlbokej chirurgickej anestézii, pricom sa im podla potreby
budu aplikovat dalSie davky, tak aby tato hlboka anestézia bola zachovana po cely ¢as. Nasledne po
skonleni, sa zvieratd dopichni do S$tadia IV anestézie a ndsledne sa cervikalne dislokuju. Podas
karanténnej fazy sa so zvieratami sa bude manipulovat jemne, budu mat pristup k vode aj potrave ad
libitum, v klietkach su dostupné hracky.

Spitné posudenie

Vzhladom na to, Ze ide o projekt, ktory ma predpokladanu ujmu bez moZnosti zotavenia,
projekt nebude podliehat spadtnému posudeniu.



Priloha ¢&.2: Netechnické zhrnutie projektu
Nizov projektu: NutriAging: VyZiva a zdravé starnutie
Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: MPRV-2017-2510/10246-12 566" 57 (§-227/3

KPadové slova v projekte (max. 5 slov): starnutie, vitamin D, proteiny, omega-3 mastné
kyseliny, cvicenie

Ukel projektu:

Ide o zékladny vyskum s cielom zabréanenia, prevencie chordb a poSkodenia zdravia alebo
inych nepriaznivych stavov &loveka; posidenia, zistenia, regulacie alebo zmeny fyziologického
stavu ¢loveka alebo zvierat.

Ciele projektu:

CiePom projektu je $tadium uginkov vybranych Zivin (vitamin D, omega-3 mastné
kyseliny, bielkoviny) a cvidenia na molekuldrne mechanizmy straty svalovej hmoty a zhor$enie
kognitivnych funkcii, ktoré sprevadzaju starnutie laboratérnych potkanov. Podrobna analyza
krvnych vzoriek a organov ndam pomdZe objasnit’ mechanizmy sarkopénie na urovni tkaniv,
organov, aj celého organizmu a ako s tieto mechanizmy ovplyviiované vybranymi Zivinami a
cvi¢enim. Vysledky analyz budu korelované s funkénymi parametrami sarkopénie (hmotnost’
svalov, dizka kroku, rychlost chddze) as vysledkami kognitivneho testu zameraného na
charakteristiky odhalujtice poruchy pamite a schopnost’ ucit’ sa.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, 'udstvo, zZvierata):

Poznatky o molekulovych mechanizmoch, ktoré sa uplatiuji v patofyziologii starnutia, ako aj
poznatky o uginkoch vybranych Zivin (proteiny, vitamin D, omega-3 MK ) a cvi€enia na tieto
mechanizmy mdZzu prispiet’ k prediZeniu zdravého starnutia a zlepSeniu kvality Zivota vo
vyS$Som veku.

Riesenie projektu prispeje:

-k rozsireniu poznatkov o molekulovych mechanizmoch uplatiujicich sa
v patofyziologii sarkopénie a neurodegenerativnych ochoreni

- k roz8ireniu poznatkov o uginkoch vybranych Zivin (proteiny, vitamin D, omega -3
MK) a cvigenia na molekulové mechanizmy uplatfiujuce sa v patofyziologii
sarkopénie a neurodegenerativnych ochoreni

-k poznaniu, & prijem vybranych Zivin spolu s cvi¢enim ovplyviuju vznik a progresiu
sarkopénie a neurodegenerativnych ochoreni, o by mohlo viest’ k ich potencidlnemu
vyuZitiu u ludi, prediieniu zdravého starnutia a zlepSeniu kvality Zivota vo vySSom
veku

Druhy pouZzitych zvierat a ich predbeZné pocty:
Podas 3 rokov v troch experimentoch sa predpoklada pouZitie tychto zvierat:

potkan laboratorny (Rattus norvegicus), samec, kme: Wistar, 323 ks



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

Planované experimentélne postupy nebud mat’ vyrazny nepriaznivy dopad na zdravotny stav
zvierat. Zhoreny zdravotny stav bude podmieneny zvySujlicim sa vekom a rozvojom ochoreni
sprevadzajicich starnutie. So zvieratami sa bude zaobchadzat' Setrne a na planované
experimentalne procedury budi privykané postupnym tréningom (handling) tak, aby bol v ¢o
najvi¢sej miere eliminovany ich pripadny stres a utrpenie. Zodpovednost’ za sledovanie
zdravotného stavu zvierat bude mat’ oSetrovatel azodpovedny riesitel projektu. Pri
uskutodtiovani planovanych experimentalnych postupov budd zvierata znalat’ len kratkodoby
mierny diskomfort, a to najmd pri podavani latok Zalido¢nou sondou, pri realizacil
kognitivneho testu a cvi¢enia. Projekt nepredpokladd vyrazny nepriaznivy vplyv tychto
postupov na zvierata.

Predpokladana drovei krutosti:

Pre planované experimentdlne postupy a stav zvierat je zaradenie do kategérii krutosti
nasledovné:

Ukon opakovanie kategoria krutosti
vazZenie ano slaba
Kognitivny test - test nie slabé
rozpoznavania objektoy
podavanie latok Zalide€nou | ano stredna
sondou
cviCenie ano stredna
stav zvierat slaba

1. 9-10 mesiacov staré slaba
2. 19-20 mesiacov staré slaba
3. 23-24 mesiacov staré slaba

Humane endpoints nastane v pripade si¢asnej pritomnosti viac ako 5 prejavov zhorSeného
zdravotného stavu tj. maldtnosti, dehydratacie, stratou elasticity koZe, najeZenim srsti,
zmenSenim orbitalnych oblikov, neschopnostou natiahnut’ sa za vodou a potravou a stratou
hmotnosti 020 %. Zvierata, ktoré dosiahnu hodnotiace skére 5 budi pod dohFadom
veterinarneho lekara huménne usmrtene.

Hodnotiace skore zdravotného stavu zvierat

Bodové
skore
0 Fyziologicky zdravotny stav
1 Dobry zdravotny stav

Charakter zdravotného stavu Opatrenie

zvaZenie doplnkovej starostlivosti,
tastejsia kontrola zvierat'a

L 2 Mierne zhorSeny zdravotny stav




Pritomnost’ 3 prejavov
zhorseného zdravotného stavu
Castejsia kontrola zvierat’a,
doplnkova starostlivost’
(analgetika, pridanie tekutin,
zvysenie tepla)

Pritomnost’ 4 prejavov

4 Z1y zdravotny stav zhor$eného zdravotného stavu
porada s veterinarom
Pritomnost’ 5 prejavov
zhorSeného zdravotného stavu
(humane endpoint)

vyradenie zvierata z postupu

3 Zhor$eny zdravotny stav

5 Nepriaznivy zdravotny stav

Sledované parametre v hodnotiacom procese:
- celkovy vzhlad zvierata:
- telesny stav (prirastok/bytok hmotnosti)
- stav srsti/koZe (&istenie, piloerekcia, koZné 1ézie, hydratacia koZe)
- pritomnost’ vytoku (o&i, usi, nos, urogenitalny system)
- vzhl'ad oéi (zatvorené, polozavreté, zakalenie)
- spdsob pohybu a stav pohybového aparétu (pokrivkavanie, naklatanie, kriZenie,
stereotypné drzanie tela)
- telesné funkcie zvierata:
- prijem potravy a vody
- respira&ny systém (zrychlené, tazké dychanie, siplavost a iné zvuky)
- vyprazdiiovanie a mocenie
- socidlne interakcie zvierata:
- hypo/hyperaktivita, bojazlivé/agresivne interakcie, zreteIné unikové reakcie, skryvanie sa
- chovné prostredie:
- znedistenie podstielky, stolica a jej hustota, pritomnost’ vyvratkov, krvi, pouzivanie
pomdcok na obohatenie prostredia
- volné pozorovania:
- iné neobvyklé pozorovania, znaky bolesti a utrpenia - vyraz tvare (nos, usi, fuzy)

Uplatiiovanie zasad 3R:
1. Nahradenie zvierat (replacement)

Vzhladom na komplexnost dejov odohravajucich sa v organizme pocas starnutia,
sidasna uroveii vedeckého poznania neumoZiiuje nahradit’ poznatky ziskané z tkaniv
animélnych modelov za tie, ktoré pochadzaji z in vitro experimentov alebo z po¢itaCovych
modelov.

2. Redukcia poétu zvierat (reduction)

V plénovanom experimente je uvazovane s miniméalnym poé&tom zvierat. Poet zvierat
bol posudzovany z hl'adiska zabezpelenia cielov projektu, patologie ochorenia, mnozstva



potrebného biologického materialu pre planovany objem analyz, $tatistického vyhodnotenia,
validity a reprodukovatel'nosti vysledkov.

3. Zjemnenie (refinement)

Zvieratdm budu zabezpetené dobré Zivotné podmienky, budu oSetrované skusenymi
zagkolenymi pracovnikmi a budi pod dohladom veterinarneho lekara. Zvieratd budu mat
neobmedzeny pristup k potrave a vode. Pri manipuldcii sa bude so zvieratami zaobchadzat’
Setrne a ohl'aduplne, aby si zvykli na manipulaciu a minimalizoval sa stres. Pri cvifeni sa bude
vyuzivat spontanna aktivita zvierat, takZe neddjde k vylerpaniu zvierata. V pripade
kognitivneho testu zvieratd buda postupne trénované na danti testovaciu situaciu a test bude
vykonavany v limitovanom ¢asovom intervale, aby nedoslo k vy&erpaniu zvierata. Zivotné
prostredie zvierat bude obohatené pomocou dostupnych zjemtiovacich technik, materidlom na
stavanie hniezd, hru a zvierata budu it v socialne znamych skupinach. V pripade zhorseného
zdravotného stavu sa podla potreby zvysi teplota prostredia, prip. sa pouziju vyhrievacie
podlozky, pridé sa stelivo, zvieratim moze byt poskytnutd nasiaknuté potrava, ktora bude
umiestnena na podlahe chovnej klietky, kocky s tekutinou a podobne. V pripade dlhotrvajicej
strednej bolesti alebo krutej bolesti zviera bude vyraden¢ z projektu a usmrtené na podklade
hodnotiaceho skére a humane end- points (nechutenstvo - neprijimanie potravy a vody, nahla
strata vahy >20 %, namahavé dychanie, zovreté brucho, dehydratacia > 48 hod, hnacka).
Zvieratd vyradené z projektu budu huménne usmrtené pouZitim nadmernej davky inhalaéného
anestetika Sevofluranu. Po skon&eni projektu budd ziskané skusenosti a poznatky pouzité na
zjemnenie utrpenia zvierat v pripadnych dalSich animalnych experimentoch. Usmrtenie zvierat
na konci experimentu bude vykonané odberom krvi z abdominalnej aorty v bezvedomi po
pouziti celkovej inhaladnej anestézie Sevofluranom.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: nie



Priloha & 6

Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu: Ionizujicim Ziarenim indukované metabolické, histologické a funkéné
zmeny v mozgu a mieche za experimentalnych podmienok.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

KPadové slova v projekte: frakcionované oZiarenie, mozog, miecha, 'HMRS, behavioralne
testy, imunohistochemické farbenie

Uéel projektu: Zakladny vyskum s ciefom zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo lie¢by
chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov ¢loveka alebo zvierat alebo
ich u€inkov na I'udi alebo zvierata.

Informacie o ciel’och projektu

V experimentoch sa zameriame na indukciu radiaéného poSkodenia $pecifickych
neurogénnych oblasti v mozgu potkanov a radia¢né po§kodenie miechy a pomocou vybranych
markerov budeme detailnejSie sledovat’ apoptotické prejavy, zmeny mitotickej aktivity a
d’al§ie parametre zapojené do regulacie bunkového cyklu. Rovnako sa budeme snazit' urit’
pomocou behaviordlnych testov aj k akym zmenam kratkodobej a dlhodobej priestorovej
pamite dochadza po aplikécii frakcionovanych davok ionizujuceho Ziarenia. Budeme snazit’
objasnit’ a pochopit’ patogenézu vzniku niektorych Ziarenim indukovanych histopatologickych
reverzibilnych a ireverzibilnych zmien v mozgu a mieche potkanov. Ziskané udaje sa mozu
VyuZit’ pri prevencii a objasneni patogenézy vzniku neskorych ireverzibilnych komplikécii v
klinickej radioterapii. Ziskané vysledky pontkneme do diskusie s radioterapeutickymi
odbornikmi pre ich pripadné vyuzZitie v kaZzdodennej klinickej praxi.

Predpokladany prinoes projektu

Vysledky naSej price moZu pomdct objasnit’ pri¢iny a ddsledky morfologickych
a funkénych zmien, ktoré sa vyskytuji v klinickej radioterapii nadorov hlavy a krku.
V klinickej praxi st terapeutickou davkou Ziarenia zasiahnuté aj tkaniva v okoli nadorového
infiltratu, z dovodu pritomnosti mikrometastiz, ktoré sa stavaju zdrojom rychlej recidivy
povodného nadoru. Je ddlezité zistit, ¢&i v zdravom tkanive zasiahnutom tak vysokymi
ddvkami Ziarenia nastdvaju reverzibilné zmeny a zndmky repara&nych procesov alebo su
nezvratné. To je dbleZité najmé z hPadiska neurologického stavu a kvality Zivota pacienta.
Medidn preZivania pacientov po radioterapii niektorych nadorov hlavy akrku je kratky.
Existuje len velmi mélo experimentalnych $tadii zaoberajtcich sa vplyvom frakcionovaného
ionizujiiceho Ziarenia na miechu. Z tohto aj etického hladiska je obtiazne sktimat’ neskoré
postradiaéné zmeny u pacientov. Neurogénne oblasti v mozgu experimentalnych potkanov st
pre tento Gcel velmi vhodnou oblast'ou, ked’Ze sa vyznaduji ur¢itou mitotickou aktivitou, aj
ked nie prili§ vyraznou, takZe radiosenzitivita je vy38ia ako v okolitom tkanive. Preto mdzZe
posluZit’ ako modelova oblast’ pre na§ vyskum.

Pocet a druh zvierat: Potkan laboratérny (Rattus norvegicus var. alba) kmefi Wistar, samec,
60 jedincov



Predpokladana doba rieSenia projektu:

Predpokladand doba rieSenia projektu — 2 roky (1.2.2019-31.12.2020), pocas ktorych
uskuto¢nime 60 ciastkovych pokusov, pricom vkaZdom pouZijeme iba jedno zviera
(Potkan laborat6rny).

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

V projekte o¢akdvame Ziarenim indukované metabolické, histopatologické a funk&né
zmeny. Skusenosti z naSich predchadzajicich $tudii uvadzaju vyraznejSie histopatologické
zmeny v nervovom tkanive po aplikovani jednorazovej davky Ziarenia. To méZe viest’ az
k prejavom radiacnej nekrézy nervového tkaniva s dopadom na metabolizmus (zniZenie
telesnej hmotnosti, chradnutie) a kognitivne zmeny (po$kodenie kratkodobej a dlhodobej
pamite). V naSom experimente celkovi davku rozdelime na viaceré mensie frakcie. Tento
model je beZne pouZivany v klinickej radioterapii, pretoZze frakcionované oZiarenie je
SetrnejSie k tkanivu ako jednorazova expozicia. Z dlhodobych zmien, ktoré mdZu nastat’ po
frakcionovanom oZiareni mozgu a miechy sa daju makroskopicky pozorovat' mierna aZ strednd
strata hmotnosti, apatia, spavost a mengia pohyblivost. Dalsie zmeny sa beZnym pozorovanim
nedaju identifikovat’ (pokles pamétovych schopnosti identifikovany pomocou behavioralnych
testov), avSak podla naSich skisenosti zasadne nezniZuji komfort zvierat pocas doby trvania
experimentu. Z tychto déovodov spdsobend ujma na zvieratich je mensia ako predpokladany
prinos projektu.

Klasifikacia krutosti postupov

Prehl'ad plénovanych postupov spolu s odakavanymi zdravotnymi zmenami a kategériou
krutosti.

postup charakter strachu, bolesti alebo utrpenia kategoria krutosti
vazenie telesnej Kratkodobé obmedzenie pohybu zvierat, ktoré im slab
hmotnosti sposobi kratkodobé a slabé narugenie pohody.
Celkova anestéza pred procedurou ozarovania,
. pred neinvazivnym vy$etrenim 'H MRS a pred
pOdéviglth;rﬁf;ézy S0 celotelovou perflziou. Zviera v priebehu slaba
niekolkych minut strati vedomie a uvedie sa do
spanku.
neinvazivne in vivo . . . o
zobrazovanie pomocou Zvierata st v celk;\;?uagslztséfze a spdsobi im to slaba
'H MRS '
U zvierat sa poc¢as behavioraineho testovania
vyvolaju unikové a vyhybavé reakcie, pri ktorych
behaviordine testy nemdzu uniknut' pred stimulom, alebo sa mu stredna
vyhnlt. O&akava sa, Ze zvieratam sposobi
stredny strach.
Zvierata su oZiarené subletdlnou alebo vy$sou
davkou, pri¢om jedno ozarovanie bude trvat asi
oZarovanie 20 minat. Obnovenie imunitného systému s stredna
otakavanymi strednymi a kratkodobymi G&inkami
by malo trvat' 5 dni.
(cinky po oZiareni Makroskopicky mozno pozorovat apatiu a
(bezprostredne po i s ; |
) o L spavost. Ucinky po oZiareni by mali slabé, stredna
aplikovani jednotlivych stredné a kratkodobé
frakcii Ziarenia) edne a kratkodobe.




Makroskopicky mozno pozorovat’ miernu az

strednu stratu hmotnosti, apatiu, spavost' a

mensiu pohyblivost. Zvierata mdzu pocitovat stredna

dlhotrvajlcu slabu bolest alebo kratkodobu
strednu bolest.

ucinky po oziareni (po
skonéeni ozarovacej
schémy a potas
prezivania po oZiareni)

Celotelova transkardialna perfuzia v celkovej
anestéze pomocou fyziologického roztoku a
nasledne fixatnym roztokom 4%
paraformaldehydu je pre zviera letalna.

celotelova perfuzia slaba

Celkova krutost’ postupov pocas tychto ukonov a vySetreni: ,,stredna «.

Preukazanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Charakter nasho projektu neddva moznost’ dosiahnut’ poZadovany, reprodukovatelny
a validitny vysledok inou dostupnou metédou bez pouZitia zvierat. VSetky aktivity suvisiace
s postupmi budeme vykondvat v shlade s platnymi zakonmi a nariadeniami ako aj
medzindrodne zavedenymi osvedéenymi metddami v starostlivosti o laboratérne zvieratd, aby
sme zabezpecili humanne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami.

Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizacii projektu pouzivame dlhodobo
a vel'mi sa osvedgili v ramci rieSenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych uloh. Vysledky
ziskané tymito metddami boli publikované a prezentované na mnohych odbornych forach
doma aj v zahrani¢i. Z hl'adiska dodrZiavania zasad prace s pokusnymi zvieratami neboli vo¢i
nim vznesené Ziadne ndmietky, ¢i uZ na odbornych férach vramci diskusii alebo
v oponentskych posudkoch publikovanych ¢lankov.

Postupy projektu si pripravené tak, aby sa maximalne vylaéil strach, zbytoénd bolest’
a utrpenie zvierat a aby boli zvieratd vyuzité humanne a zodpovedne na ziskanie novych
vedeckych poznatkov prispievajicich k Gcelnej radioterapii. PovaZujeme preto nami
navrhované met6dy za vhodné aj pre realizéciu predkladaného projektu.

Pri realizacii postupov projektu sa budeme snazit’ dodrZiavat’ vieobecné zasady 3R:
- zjemnenie (Refinement), zniZenie (Reduction) a nahradenie (Replacement).

Zjemnenie (Refinement): Spdsob manipulécie so zvieratami a starostlivost’ o zvierata poéas
postupu bude v stlade s poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni viddy SR ¢& 377/2012 Z.z. a
Vyhldske Ministerstva podohospoddrstva a rozvoja vidieka SR & 436/2012 Z.z.

Vietky postupy na zvieratach (oZarovanie, 'H MRS, celotelova perfuzia) bud vykonavané v
celkovej anestéze (Zoletil 0,2-0,4mg/kg, i.m. a xylazin s.c. 0,1-0,2ml/kg hm., s.c.) alebo
kombinaciou 6% a potom 3,5-4,5% sevofluran a Oz alebo 4% a potom 1,5-2,5% Izofluran a
O2. Po skonéeni anestézy bude zvieratim venovana $tandardna starostlivost’ resp. po skonéeni
perfuzie budi bez moznosti zotavenia. Stav vSetkych zvierat v postupe bude pravidelne
monitorovany veducim projektu alebo inou poverenou, odborne spdsobilou osobou. Za
u¢elom obmedzenia, zabranenia a zmiernenia akejkol'vek formy utrpenia zvierata pouZijeme
stupnicu hodnotenia welfare zvierata. V pripade zhor$enia zdravotného stavu zvierata sa
bude postupovat’ podl'a hodnoty celkového human end-point skére.

ZniZenie (Reduction): Na ziskanie platnych vysledkov pouzijeme 10 zvierat v kaZdej
oziarene] skupine a 10 zvierat v kontrolnej skupine, ¢o povazujeme za najniz$i moZny podet
tak z hladiska reprodukovatelnosti, ako aj z hladiska ziskania nevyhnutnych udajov
a objektivne hodnotitelnych vysledkov. Pre vysvetlenie, rovnaka skupina zvierat postupne
absolvuje v3etky popisané postupy (oZarovanie, 'H MRS, behaviordlne testy, vySetrenie



plazmy a histologické vySetrenie). Men3i polet zvierat by mohol spbsobit’ vyraznejsie
posobenie inter-individudlnych rozdielov s moZnost'ou spochybnenia objektivnosti vysledkov.
Nahradenie (Replacement): Postupy projektu nie je moZné vykonat’ bez pouZitia zvierat. Pri
takto pldnovanom projekte nie je mozné pouzit' niZ$i Zivo&isny druh. Z anatomickych a
kapacitnych dovodov (viac problémov s anestézou, tazko vykonatelna spravna perfuzia,
pouZitie véc¢Sieho poctu zvierat) a optimalnej vyt'aznosti vysledkov by bolo pre nas z velmi
obtiaZzne previest pokus na niz§om Zivo¢inom druhu. Vzhladom na protokol postupov
projektu je Potkan laboratérny najvhodnej$im Zivodisnym druhom pouZitelnym v naSich
podmienkach.

Projekt bude podlichat’ opiitovnému schvalovaniu: nie
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Nazov projektu: Analyza neneurondlneho cholinergického systému u normotenznych a
hypertenznych potkanov

Kldéové slova: neneuronalny cholinergicky systém, cievy, potkan, hypertenzia

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Ucel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu

KedZe prakticky kompletne absentuju poznatky tykajuce sa distriblcie génovej expresie a aktivity
enzymov pre syntézu, degradéciu a transport ACh v endoteli, resp. hladkom svale ciev, v projekte sa
planujeme nimi podrobne zaobera'g’ s vyuZitim metdd molekulovej bioldgie, biochémie, enzymolégie,
imunohistochémie, ako aj metdd pouzivanych pri stadiu funkéného stavu ciev a analyze krvného
tlaku.

Prinos z vykonaného projektu:

Poznatky o pritomnosti, lokalizacii a funkcii komponentov neneuronalneho cholinergického systému
v cievach uzdravych a hypertenznych jedincov by mohli prispiet k objasneniu ich fyziologickej
funkcie, ¢o obohati poznatky vo fyziolégii kardiovaskularneho systému a pripadné rozdiely medzi
normotenznymi a hypertenznymi jedincami méZu viest k novym terapeutickym moznostiam v lie¢be
kardiovaskularnych ochoreni.

Druhy poutzitych zvierat a ich predbeZné pocty :

Potkany, samce rodu Wistar 48 ks, samce rodu SHR 48 ks

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

Zvieratdm bude merany krvny tlak pomocou tail-cuff metddy. Toto zahfiia kratkodobé obmedzenie
pohybu a nahriatie na 37 °C poéas priblizne 10-15 minut. Zvieratdm nebude spdsobovana bolest.
Utratenie zvierat bude prebiehat v CO, atmosfére, zvieratd rychlo stratia vedomie.

Predpokladana uroven krutosti:



vazenie zvierat —slaba
meranie krvného tlaku a tepovej frekvencie pomocou tail-cuff metody - slaba
Uplatfiovanie zasad 3R

V experimentoch bude pouZity minimalny pocet experimentédlnych zvierat potrebny
pre $tatistické vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Zvierata, ktoré budd pouZité
vo faze 1 na analyzu distribicie génovej expresie vramci cievnej steny, vo faze 2 na analyzu
rozdielov v expresii markerov medzi jednotlivymi Castami aorty, vo faze 3 na funkéné studie
na izolovanej aorte, ako aj vo faze 4 na mikroskopické imunofluorescenéné a aktivitné Stidie
v rezoch aorty musia byt odlidné, t.j., zvieratd z ktorejkol'vek fazy nemozu byt pouZité v inej.

Refinement
Budu vykonané opatrenia ~handling na zniZenie stresu pri merani krvného tlaku tail-
cuff metédou. Zvierata budu huménne utratené oxidom uhli¢itym.

1. Nahradenie:

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit krvny tlak, tepové frekvencia, distribucia
génovej expresie z intaktnej cievy, aktivitné farbenia pre lokaliziciu enzymov v cievnej stene, funkcia
endotelu na izolovanej cieve, nie je moZné pokus vykonat bez poutitia zvierat. Poditacové simulacie
nie st v tomto pripade vhodnym alternativnym spbsobom, podobne ako in vitro pokusy, kedZe na
bunkovych kultdrach nie je moZné relevantne posudit distribdciu génovej expresie ani aktivitu
enzymov tak ako v rezoch intaktnej cievy. Fenotyp bunkovych kultir sa mdZe vyrazne |idit od
fenotypu zodpovedajucich buniek v intaktnej cieve. Rovnako nemozno hodnotit komplexné deje,
akymi je odpoved izolovanej cievy na vazokonstrikéné a vazodilatacné stimuly ex vivo.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouZity minimalny poCet experimentalnych zvierat potrebny pre Statistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Zvieratd, ktoré budd pouZité vo faze 1 na analyzu
distriblcie génovej expresie vramci cievnej steny, vo faze 2 na analyzu rozdielov v expresii markerov
medzi jednotlivymi ¢astami aorty, vo faze 3 na funkné Stadie na izolovanej aorte, ako aj vo fdze 4 na
mikroskopické imunofluorescenéné a aktivitné Stadie v rezoch aorty musia byt odli§né, t.j., nemoZno
zvieratd z ktorejkolvek fazy poutzit v inej.

3. Zjemnenie:
Budu vykonané opatrenia —handling na zniZenie stresu pri merani krvného tlaku tail-cuff metédou.

Zvierata budt huménne utratené oxidom uhligitym.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: ano nie
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Nazov projektu: Funkéna architektira neurondlnych obvodov pri neurodegenericii
Kracové slova v projekte: neurodegeneracia, neuronélne obvody, in-vivo, hlodavce

Ugel projektu: Zékladny vyskum

Podrobny ucel postupu

Alzheimerova choroba a pribuzné neurodegenerativne ochorenia sa spajaju s akumulaciou
abnormélnej formy proteinov v mozgu, ¢o spdsobuje degeneraciu a dysfunkciu neurénov, ktora
nasledne vedie k charakteristickym kognitivnym zmenam. Akym spdsobom molekularne zmeny
ovplyviiuji spracovévanie informacii v mozgu a postupne vedd ku kognitivnym zmenam pri
Alzheimerovej chorobe, je nezname. Projekt si kladie za svoj ciel zmapovat® funk&nu architektiru
mozgovych Struktur postihnutych neurodegeneraciou pomocou kombinacie modernych
elektrofyziologickych, zobrazovacich, optogenetickych a behavioralnych technik. Na experimenty
sa budil pouzivat laboratérne hlodavce, ktoré budi mat’ definované typy mozgovych buniek
oznacené pomocou fluorescenénych proteinov. Morfoldgia a aktivita neurénov sa bude
zaznamenavat’ pomocou zobrazovacich a elektrofyziologickych postupov.

Prinos z vykonaného projektu

Vysledky navrhnutych experimentov prispeju k objasneniu spracovania informécii v mozgu,
identifikéacii funkcie presne definovanych ¢asti neuronalnych obvodov mozgu a vzt'ahu medzi
mozgovou aktivitou a kognitivnymi procesmi v mozgu hlodavcov, ako aj mozgu Fudi. Vysledky
viak predovsetkym mozu viest' k presnej charakterizacii patogenézy neurodegenerativnych
ochoreni a naslednej identifikacii novych terapeutickych, prip. diagnostickych ciefov pri
Alzheimerovej chorobe.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Mozog hlodavcov predstavuje nenahraditelny systém, ktory umoziuje sledovat’ realne procesy
spracovavania informacii mozgovym tkanivom, ktoré sii blizke procesom spracovavania informacii
Pudskym mozgom. Préve hlodavce ndm umoziiuju pochopit’ zmeny fungovania mozgu v priebehu
(neurodegenerativnych) choréb. U hlodavcov mdzu byt' oznacené presne definované typy
neurondlnych sieti, ¢o umoZiuje detailné studium aktivity a predovsetkym funkcie $truktar v Zivom
mozgu. Pokusy st navrhnuté v silade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuju na
pracu s laboratérnymi zvieratami.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné poéty

Predpokladané priblizné potty zvierat na planované 4 roky projektu:

Potkan laboratorny (samicka, samec) 200
Transgénna mys (samicka, samec) 400
Mys laboratorna (samicka, samec) 400

VécSina experimentalnych zvierat v projekte budii geneticky modifikované zvierata.
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania projektu
Vsetky operacné zakroky sa uskutodnia v hibokej anestézii a po ukonéeni pokusov budi zvierata
humanne usmrtené. Vetky navrhované experimentélne postupy pouzivaju standardné zavedené
techniky, ktoré minimalizuju nepriaznivy dopad na experimentalne zvierata. V priebehu
pooperacnej starostlivosti budi zvieratdm podavané analgetika a antibiotik4 pre zabranenie bolesti a
infekcii. Pocas obdobia preZivania budi zvierata denne kontrolované a podla potreby im budi
podédvané analgetika a antibiotika. V priebehu behavioralnych pokusov budu zvierata denne
monitorované a budt mat’ zabezpegeny kontrolovany prisun tekutin pre minimalizaciu stresu
sposobeného zniZzenym prisunom vody. Zvierata pripravované na experimenty s upevnenou hlavou
(imobilizované) budi dosledne handlované, trénované a monitorované, aby sa minimalizoval stres v
priebehu tréningu a experimentu.

Manipulacia so zvieratami

Charakteristika postupu Vplyv na zviera

VézZenie zvierat Kratkodoby mierny stres sposobeny manipulaciou. Trvanie 1-2 minity.
Kratkodoba fixécia a i.p. Standardna metdda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuldciou a
injekcia anestetik obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekiand.

|
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Operaény zakrok

Standardna metdda. Operécia vykonana v celkovej inhalagnej anestézii. Trvanie 20-
60 minit.

Stereotaxicka aplikécia
AAV

Standardna metoda. AAV aplikované v celkovej anestézii do ciePovej oblasti
mozgu. Trvanie 1-60 minut,

Poopera¢na starostlivost’

Standardna metoda. Mozna slaba pooperacna bolest’. Kontrolované podévanie
analgetik a antibiotik. Dosledné monitorovanie zdravotného stavu zvierat'a a stavu
implantatov.,

Trénovanie na behavioralne
pokusy

Standardna metoda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny kontrolovanou miernou
vodnou deprivaciou u vybranych typov behavioralnych pokusov pri
imobilizovanych alebo vol'ne sa pohybujucich hlodavcov.

Behavioralne testy open-
field, novel object
recognition, y-maze

Standardn4 met6da. Trvanie 20-60 min. Bolest slaba u zvierat, ktoré podstupili
minimalne invazivny opera¢ny zékrok. Bolest’ Ziadna u zvierat, ktoré nepodstapili
ziaden operaény zakrok.

Behaviorélne testy go/no-go
u imobilizovanych
hlodavcov

Standardna metéda. Trvanie 20-60 min, Kratkodoby mierny stres spdsobeny
kontrolovanou miernou vodnou deprivaciou a pripajanim na experimentalnu
aparaturu,

Behavioralne testy 2AFC u
vol’ne sa pohybujucich
zvierat

Standardna metoda. Trvanie 20-60 min. Kratkodoby mierny stres spésobeny
kontrolovanou miernou vodnou deprivaciou.

Zaznamenavanie
neuronalnej morfolégie
a/alebo aktivity in-vivo
akiitny experiment

Standardné met6dy (zobrazovanie, patch-clamp, extracelularna elektrofyziologia a

ich kombinécie). Zvierata su pogas akiitnych pokusov v celkovej anestézii. Trvanie
1-8 hod.

Zaznamenavanie
neuronalnej morfolégie
a/alebo aktivity in-vivo
chronicky experiment

Standardné metody a ich kombinacie. Chronické pokusy budil vykonavané
Standardnymi metodami uréenymi pre pracu s imobilizovanymi hiodavcami.
Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuldciou a cca 20s imobiliziciou pri
pripdjani aparatiry, Trvanie 1-2 hod.

Zaznamenavanie
neuronalnej morfologie
a/alebo aktivity pogas
behavioralnych pokusov

Standardné metody a ich kombinacie. Kratkodoby mierny stres spdsobeny
manipuldciou a cca 20s imobiliziciou pri pripajani aparatury. Pokusy budu
vykondvané Standardnymi metédami urdenymi pre pracu s trénovanymi
imobilizovanymi alebo volne sa pohybujiicimi hlodavcami. Trvanie 1-2 hod.

Stav zvierat pocas
obdobia prezivania

Zvierata reaguju velmi dobre na implantaty, behavioralne trénovanie a
zaznamenavanie dat. Predpokladana doba prezivania zvierat v pokuse je max.
3 mesiace. Bolest” slaba a2 stredna.

Transkardialna perfuzia

Standardna metdda. Zviera sa v celkovej anestézii transkardialne perfunduje
Standardnym roztokom.

Zohl’adnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulacii so zvieratami sa dodrZiavaju interné $tandardné pracovné postupy. So
zvieratami sa zaobchadza humanne a nevyvija sa im prebytocny stres, ktory neZiadico ovplyviuje
experiment. Zvierat si chované v podmienkach vyhovujicich ich fyziologickym a socialnym
potrebam. Starostlivost’ o zvierata zabezpecuju osoby, na ktoré si zvierata zvykli. V zverinci je
denne monitorovany a hodnoteny zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch zmien zdravotného
stavu veterinarny lekar upovedomi vediceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit’ zviera

z experimentu a pristiipit’ k humannemu usmrteniu zvierata, U vybranych zvierat bude patolégia
indukovand iba v ciel'ovej oblasti mozgu pomocou aplikacie AAV.

Redukcia: V navrhovanych experimentoch budeme vyuZzivat' zvieraté z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval poget pokusnych zvierat. Cielena expresia proteinov pomocou AAV bude pouzita
k tvorbe limitovaného mnozstva cielene vytvorenych animalnych modelov, ¢o povedie k redukcii
mnoZzstva pouzitych zvierat. Transgénne hlodavee budi krizené iba v poctoch nevyhnutnych pre
ziskanie potrebného mnoZstva Gidajov. Navrhované pocty zvierat s nevyhnutné pre spolahlivé
Statistické vyhodnotenie vysledkov a predstavuju predpokladané maximaélne podty; po ziskani
dostato¢ného mnozstvo dat nebuda zvy$né zvieratd pouzité.

Nahradenie: Su¢asn4 trovei vedeckého poznania neumoZfiuje nahradit’ poznatky ziskané zo

zivého mozgového tkaniva hlodaveov za poznatky pochédzajiice z in

-vitro experimentov. Detailny

vyskum mechanizmov spracovania a Sirenia informéacii v neurénovych siet'ach mozgu s vyuzitim

modernych postupov vyzadujucich priamu manipulaciu s

bunkami mozgu je moZné uskutodriovat

iba na pokusnych zvieratach.
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Zasada nahraditel’nosti zvierat

V medzinarodnych registroch alternativnych metdd sme nena$li Ziadnu vhodna metédu, ktora by
sme mohli pouZit’ v projekte tak, aby sme nemuseli vykondvat experimenty na laboratérnych
hlodavcoch. Zvierata nebudu vystavené opatovnému pouzitiu ani kumulativnemu aéinku.

Utrpenie versus prinos

Animéalne modely Alzheimerovej choroby poskytujii moznost’ pouZitia najmodernejsich postupov
oznacovania a manipuldcie aktivity definovanych skupin neurénov. Mechanizmy spracovéavania
informécii v mozgu st podobné u vi&siny cicavcov a Gidaje zistené u laboratérnych zvierat je mozné
aplikovat' na Cloveka a vyuzit ich pri vyvoji novych diagnostickych a terapeutickych technik.
Zvieratd v navrhovanych experimentoch nebudu vystavené utrpeniu ani nadmernému stresu, vietky
operacné zakroky sa uskuto¢nia v hlbokej anestézii, po prebrati sa z anestézie budd zvieratdm
podavané analgetiké a antibiotika. Po ukonceni pokusov budi zvieratd huménne usmrtené.

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

Zatiatok pokusu je planovany na 01.01.2019 a bude sa realizovat’ pogas nasledujiicich Styroch
rokov, do 31.12.2022.

\(D/>m(\7/&(,€ //30 M{y&[&dr M.I3. 0023
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podla § 40 nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Zz.

Niazov projektu:

VPLYV FRUKTOZOVEJ DIETY V EXPERIMENTALNYCH MODELOCH METABOLICKEO
SYNDROMU A U ZDRAVYCH JEDINCOV: NAVRH UCINNEJ FARMAKOLOGICKEJ LIECBY

KPidové slova: metabolicky syndrom, srdce, cievy, mozog, antioxidanty

Utel projektu: Zakladny vyskum

a) Ciele projektu

Postup je zamerany na §tudium mechanizmov etiopatogenézy metabolického syndrému (MS) s cielom
navrhnit’ nov u€innu lie¢bu, ktora ovplyvni vznik a vyvoj rizikovych faktorov kardiovaskularnych a
cerebrovaskularnych ochoreni. Pre tento Gcel sa bude pracovat’ s viacerymi animalnymi modelmi MS:
hypertriglyceridemické (HTG) potkany, spontanne hypertenzné (SHR) potkany, Zucker obézne (ZO)
a Zucker Stihle (ZL) potkany, ktoré budii kfmené fruktézovou alebo Standardnou diétou v porovnani
so zdravymi jedincami (potkany kmetia Wistar). Metabolické poruchy sa v klinickom obraze tychto
zvierat prejavia hypertenziou, hypercholesterolémiou, hyperglykémiou, hypertriacylglycerolémiou,
zdpalovymi reakciami a zvySenim hladin markerov oxida&ného stresu. Po opakovanom 4-tyzdiiovom
podavani pyridoindolu SMelEC2, omega-3mastnych kyselin alebo kombinacie SMelEC2 + omega-3
mastné kyseliny potkanom sa zisti U¢inok na viaceré rizikové faktory MS, stanovia sa funkéné,
behavioralne a histopatologické zmeny, lipidovy profil krvného séra, zmeny markerov poskodenia na
bunkovej a molekularnej Grovni. O¢akdvanym prinosom bude originalny poznatok, e perspektivny
antioxidant SMelEC2, ktory bol doteraz testovany iba samostatne, G¢innejsie ovplyvni po podani
v kombindcii s omega-3 mastnymi kyselinami viaceré rizikové faktory kardiovaskuldrnych a
cerebrovaskularnych ochoreni bez rizika zvy$enia neZiaducich u¢inkov u zvierat s MS.

Pocet a druh pouzitych zvierat

1) Laboratorny potkan (Rattus norvegicus), kmeti Wistar, samce, 140 jedincov

2) Laboratdrny potkan (Rattus norvegicus), kmeti SHR, samce, 140 jedincov

3) Laboratorny potkan (Rattus norvegicus), kmeti HTG, samce, 140 jedincov

4) Laboratorny potkan (Rattus norvegicus), kmeti Zucker obézne, samce, 140 jedincov
5) Laboratorny potkan (Rattus norvegicus), kmeii Zucker §tihle, samce, 140 ks jedincov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonivaného postupu

PoCas postupu sa bude so zvieratami zaobchadzat' Sertne v sulade so zasadami 3R s minimalnou
ujmou pocas vystavenia fruktézovej diéte. Upravend strava nevyvoldva u zvierat diskomfort,
vzhladom na pouZitie relativne miernej fruktézovej diéty (20%) trvjicej 5 tyZdiiov. Objavenie sa
eventualnych negativnych prejavov bude do vel'kej miery zavisiet' aj od individudlnej tolerancie
fruktozy zvieratom a je moZny vyskyt mikk3ej stolice u niektorych citlivych jedincov. Celkovy
zdravotbny stav takychto potkanov bude obzvlast’ sledovany podl’a kritérii human end points, aby sa
zabranilo bolesti a utrpeniu zvierat. Testované latok budi podavané na keks, &o im nespdsobuje ujmu,
naopak potkany si to rychlo oblibia. Odbere krvi z retroorbitilneho plexu v zoletil/xylazinovej
narkéze nespOsobuje zvieratdm ujmu, po prebrati sa znarkézy moéZu zvieratd pocitovat’ mierny
diskomfort, avSak zpraxe vieme, Ze velmi rychlo regeneruju. V predchadzajucich postupoch
s vysokotukovou diétou pocas 8 tyzditov neboli zaznamenané Ziadne komplikécie, ujma alebo Ghyn
zvierat aje predpoklad, ze podobne fruktézova diéta nebude mat’ také nasledky, aby spdsobila



zvieratdim ujmu. Pri behaviordlnych testoch NOR a v MWM sa bude postupovat’ podla zauzivanych
protokolov. NOR tst nem4 zanasledok Ziadnu ujmu, nakol’ko predstavuje pre zviera hru. MWM nema
za nasledok vyrazni ujmu, nakol’ko potkany rady plavaji, voda bude mat teplotu 24 °C a jednotlivé
testovania maju kratke trvanie (max. 60s).

Predpokladana virovei krutosti: stredna

- Handling potkanov 10 min/5 ks-vanica/defi, t.j. navykanie zvierat na manipulaciu pred
meranim tlaku krvi, potkany dobre zna$aji handling - slaba krutost’

- VéZenie zvierat 1x do tyzdiia, potkany dobre zna%aju vazenie - slaba krutost’

- Neinvazivne meranie tlaku krvi pred liebou a na konci 4-tyzdtiovej lie€by, potkany dobre
znalaju manipuléciu pri neinvazivnom merani tlaku krvi manZetou na chvoste - slaba krutost’

- Odber krvi z retroorbitalneho plexu pred lie¢bou ana konci 4-tyzdiiovej lieSby, v anestézii
(zoletil 25mg/kg + xylazin 16 mg/kg Zivej hmotnosti), potkany po prebrati z narkézy mozu
pocitovat’ miernu bolest’ po odbere krvi a budi pozorované aj na nasledujiici defi po odbere -
strednd krutost’

- 5 tyzdiiova diéta s pridanim fruktézy (20%) bez liecby, 20% fruktéza sa povaZuje za miernu
diétu - slab4 krutost’

- 5 tyZdiinova diéta s pridanim fruktézy (20%) + od 2. tyzdiia postupu podévanie testovanych
latok na keksik poas 4 tyzdiiov 1x denne, potkany velmi dobre zna%ajii konzumaciu
testovanych latok na keksik - slab4 krutost’

- Behaviordlny test rozpozndvania novych objektov (NOR, Novel object recognition) je

. zaloZeny na spontannej tendencii hlodavcov stravit’ viac ¢asu skiimanim nového objektu ne
znameho. Volba preskiimat’ novy predmet odraZa pouZivanie pamiiti, udenia a rozpoznévania.
NOR sa pouzije na testovanie negativneho vplyvu fruktézovej diéty na pamit’ potkana.
Potkan bude mat’ k dispozicii preskimat’ dva podobné predmety. Po 6 hodinach bude mat
k dispozicii preskimat’ opét’ dva predmety, pri¢om jeden znich bude novy oproti prvému
pozorovaniu. Hodnotit’ sa bude &as straveny pri novom objekte. NOR sa bude testovat
dvakrat: v 1. a 5. tyZdefi postupu - slaba krutost’

- Behaviorélny test v Morrisovom vodnom bludisku (MWM): 4 opakované testovania denne
v MWM pocas 4 po sebe idicich dni, nulty defi na oboznamenie sa zvierata s lokalizaciou
ostrovéeka; trvanie jedného merania v bazéne max. 60 s, potkany dobre znagaji plavanie,
teplota vody v bazéne je 23 °C, testovanie sa opakuje denne 4x, po poslednom teste su zvierata
Jemne osuené bavinenou handrou a dané pod infradervent lampu a nakoniec viozené do
domovskej klietky - stredné krutost’

b) Sulad s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia (3R)

Nahradenie (Replacement)

V siasnej dobe neexistuje validovand vedecky akceptovatelna alternativna metéda na
Stadium dyslipidémie, hypertenzie, zmenenej tepovej frekvencie, hyperglykémie a vplyvu na
kognitivne schopnosti, ktora by nahradila klasicky in vivo pristup na zvieratach. Poditadové simulicie
nie su v tomto pripade vhodnym alternativnym sposobom, podobne ako in vitro pokusy, ked’Zze na
bunkovych kultirach nie je moZné relevantne posidit’ distribticiu génovej expresie ani aktivitu
enzymov tak ako v rezoch intaktnej cievy. Rovnako nie je mozné zhodnotit komplexné deje akymi st
poruchy €innosti srdca, ciev a mozgu v désledku MS, ani vplyv testovanych latok na vysSie uvedené
parametre nie je mozné dosiahnut’ bez pouZitia zvierat a testovania na celistvom organizme,



Obmedzenie (Reduction)

Na dosiahnutie cielov projektu sa planuje pouzit’ najniz8i mozny podet zvierat potrebny pre
Statistické vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Preto je potrebné v experimentoch pouzit’
v jednotlivych skupinidch 10 ks zvierat. Pri testovani poriich Cinnosti srdca metédou podla
Langendorffa, nie je moZné tieto srdcia pouZit pre histologické a biochemické stanovenia a preto je
potrebné mat’ tieto skupiny dve. Poéas planovaného obdobia sa za 4 roky predpoklada pouzitie 700
ks zvierat, z toho 140 ks kmefia Wistar, 140 ks SHR, 140 ks HTG, 140 ks Zucker obéznych a 140 ks
Zucker §tihlych potkanov.

Zjemnenie (Refinement)

Starostlivosti o zvierata ako i manipuldcii s nimi sa bude venovat’ velka pozornost. Zvierata buda
oSetrované skusenymi pracovnikmi a budt pod neustalym dohladom pracovnikov zodpovednych za
projekt. Pri vietkych postupoch sa bude manipulovat’ so zvieratami ohladuplne, pred meranim tlaku
krvi budi niekolko dni vopred handlované aby kludne znaali neinvazivne meranie, pripodévani
testovanych latok sme zvolili SetrnejSiu formu - podavanie na keksi oproti predtym pouzivanej forme
podavania gastrickou sondou, pri merani vo vodnom bludisku bude voda vlazna 23 °C, po ukonéeni
testu budi zvieratd jemne osu$ené bavlnenou handrou a dané pod infra¢ervenu lampu a nakoniec
vloZené do domovskej klietky V pripade zhor$enia zdravotného stavu sa potkany v postupe humanne
usmrtia pred¢asne ak by vykazovali priznaky ochorenia uvedené v human endpoints, ktoré by po
spoditani predstavovali hodnotu vyssiu ako 50%, aby sa zabranilo ich utrpeniu a bolesti.

Postupy pouZivané pri odberoch krvi maji nizku troveii z hladiska spdsobene;j bolesti a stresu a budii
vykonavané skisenym pracovnikom s dlhoroénou praxou. Budi vykonané opatrenia — handling
zvierat na zniZenie stresu pri merani krvného tlaku neinvazivnou tail-cuff metédou. Fruktézova diéta
pocas 5 tyZditov je pre potkany chutovo prijatelna. Testované latky st netoxické Zvieratad budu
drzané v skupinach umoZttujicich prirodzené socialne spravanie so stalym prisunom potravy a pitnej
vody, klietky budi obohatené o plastové tunely umoZiiujuce preliezanie a hru. Podas celého postupu sa
so zvieratami manipuluje jemne, aby nepocitovali strach alebo bolest’. V pripade nahleho zhorsenia

zdravotného stavu by sa potkanom podalo napr. registrované analgetikum Novasul (500mg/ml; max.
0,1 ml/ 450g potkan),

NevyZaduje sa opiitovné posiidenie projektu.
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