AKTUALIZOVANE NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
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N4zov projektu: ?0 éF@"/MOW /DO &y 5& 1244

Skriningovy test reprodukénej/vyvinovej toxicity (OECD 421) s latkou 1-(9,9-Dibutyl-
9H-fluoren-2yl)-2-methyl-2-morpholin-4-yl-propan-1-one (synonymum NPI-20400)
(Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test (OECD 421))

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: Ro-4599/17-221 a Ro-213/18-221

KPucdové slova v projekte:
Toxicita po opakovanom podani, reproduk¢nd toxicita, REACH

Ukel projektu: Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Cielom projektu — $tudie bolo vySetrit' potencial testovanej latky 1-(9,9-Dibutyl-9H-fluoren-
2yl)-2-methyl-2-morpholin-4-yl-propan-1-one vyvolat’ poskodenie reprodukénej schopnosti
ovplyvnenych samcov a samic potkana tak ako funkcia pohlavnych Zliaz, reprodukéné
spravanie, pocatie, gravidita, porod a ovplyvnit’ rany postnatalny vyvin potomstva. Navyse,
cielom bolo poskytnut' informaciu o potencidlnych Skodlivych ulinkoch na vybrané
endokrinné parametre. Suhrne, ziskat podklady k posideniu bezpetnosti chemickej latky
z hl'adiska jej potencidlu vyvolat’ toxicku reakciu po opakovanom podani a vyjadrit sa

k moznym negativhym vplyvom na reprodukéné a vybrané endokrinné parametre v sulade
s metddou OECD 421.

Prinos z vykonaného projektu:

Projekt poskytol v plnom rozsahu relevantné informacie poZadované z hladiska platnej
legislativy REACH pre latky produkované v mnozstve do 100 ton za | rok. Pokusna
a pozorovacia stratégia boli jednozna¢ne dané metodikou OECD 421.

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

Prinosom tejto §tadie bolo véasné rozpoznanie toxicity testovanej latky a zabranenie

negativnych vplyvov na rodicovsky organizmus v reprodukénom veku ana organizmus
potomstva v ranom $tadiu vyvinu.

Druhy pouZitych zvierat a ich podty:

V Styroch pokusnych skupinich (3 davkové a 1 kontrolnd) bolo pouZitych 40 samcov a 52
samic potkanov kmena Wistar. Narodilo sa 480 mlad’at (248 samcov a 232 samic).

Pbvodne schvaleny pocet dospelych zvierat na projekt bol 50 samcov a 62 samic. Tieto pocty
v sebe zacletovali aj satelitné skupiny, 10 samcov a 10 samic (5 zvierat/satelit ku kontrolnej
skupine a 5 zvierat/satelit ku najvy$$ej davkovej skupine z kazdého pohlavia). Pri realizacii
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projektu sme napokon satelitné skupiny nepouzili, ¢im sa pocet skuto¢ne pouzitych dospelych
zvierat znizil na 40 samcov a 52 samic. Zvieratd v satelitnych skupinich nie st zaradené
v rodiCovskom jadre, pouzivaji sa na sledovanie reverzibility/ireverzibility zmien, ktoré sa
sleduju po uplynuti 2 tyzdiiov bez aplikacie zvierat tzv. ,recovery period*.

V danom projekte bol povoleny iba orienta¢ny odhad 400 mlad’at, realny pocet mlad’at bol
vy$8i. RodiCovské jadro pozostavajice zo 40 samcov a 52 samic prinieslo potomstvo 480
mlad’at, ktoré boli vSetky pouZité vo vyvinovej Casti §tudie. Pri planovani projektu a odhade
poétu mlad’at sme zvazovali potencialny efekt testovanej latky aj na pocty mlad’at vo vrhoch,
ktory sa napokon neprejavil, ako to bolo zjavné pri hodnoteni poctu implantaénych miest,
postimplantaénych strat a strat vrhov pocas laktacie.

Nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:

Vramci projektu bolo akékol'vek zhorSenie zdravotného stavu zvierat bezodkladne
konzultované s veterinarnym lekarom, aby boli v pripade tazkych stavov humanne utratené
podla deklarovanych ,,human endpoints®.

Pocas realizacie projektu nebolo pozorované Ziadne zhorSenie zdravotného stavu, ktoré by si
vyzadovalo predCasné humanne utratenie pokusnych zvierat.

Suhrne, nebol zaznamenany thyn spdsobeny testovanou latkou, vSetky zvierata prezivali bez
akychkol'vek priznakov toxicity, bez zmien zdravotného stavu a spravania.

Uroveii krutosti:

Pokus bol pri planovani hodnoteny/klasifikovany ako slabo kruty az kruty. V projekte bola
pouzitd latka, ktord nebola doposial testovand a preto sa nedala vylidit' systémova reakcia,
ktora by bola kategorizovana ako kruta.

Vzhladom na ziskané vysledky je mozZné projekt vyhodnotit’ ako stredne kruty, ked’ze ako
stredne kruté boli hodnotené ukony ako odber krvi a denné oralna aplikicia pokusnych zvierat
so zretelom na gravidné samice.

Uplatiiovanie zasad 3R

V projekte boli zohl'adiiované zasady 3R. V ramci projektu neboli vykonané bolestivé zakroky,
pri ktorych je potrebné pouzit’ latky zmieriiujiice bolest’. Pouzité podty zvierat v pokuse boli
primerané, redukované v maximaélnej miere tak, aby sa nemohla ovplyvnit validita pokusu
vychadzajuc z poziadaviek metodiky OECD 421.

Zvieratd boli v pokuse - &ast’ ,,pretreatment* (2 tyZdne) a ,treatment (2 tyZzdne) pred parenim
ustajnené skupinovo. Po pareni boli samice, potencialne matky, ustajnené v poslednom tyzdni
gravidity (2 dni pred spontinnym pdrodom) individualne. V tomto obdobi bolo prostredie
obohatené nerezovymi nadobami, ktoré suzia zvieratdm ako ukryt. Tieto si inertné, bezpecne,
dobre udrZiavatel'né a nehrozi ich poskodenie ani zo strany zvierat (neZelana expozicia, ktora

hrozi pri plastoch). V ¢ase pred spontdnnym pérodom boli nadoby nahradené papierovou vatou
na stavbu hniezda pre mlad’ata.
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Priloha ¢. 2 6:#5’%///67/ e // K
Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu:
Kratkodoba a dlhSie trvajica adaptacia myokardu ako prevencia zlyhivania srdca:
Stiddium molekuldrnych mechanizmov

KPuacové slova v projekte:
ischémia myokardu, adaptacia, mechanizmy kardioprotekcie, ischemicko/reperfuzne poskodenie

Utel projektu:

Odhalovanie vplyvu a porovnivanie G&innosti dvoch rdznych adaptaénych stimulov aich
molekularnych mechanizmov na odolnost srdca vo&i ischemicko/reperfiznemu poskodeniu
u normalnych zvierat a u potkanov s d’al§imi komorbiditami (diabetes, hypertenzia) .

1a) Informacie o ciel'och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte a typoch
zvierat, ktoré sa pouziju

Opisat’ ciele projektu:

Vzhladom k tomu, Ze v humannej medicine neexistujui dostatoéne &inné terapeutické
opatrenia na prevenciu infarktu myokardu ani na redukciu I/R poskodenia, ochrana srdca pred
ischémiou ostdva najva¢Sou vyzvou pre klinickych a experimentalnych kardiolégov a je nutné
skumat’ alternativne met6dy s vyuZitim poznatkov ziskanych vo vyskume.

Chceme sa zamerat’ na také postupy, kde je mozné pouZit' adaptaéné zasahy za Gdelom
zvySenia odolnosti vo¢i ischemickej zat'aZi, a to u normélnych potkanov ako aj u zvierat ktoré
budi vystavené civilizatnym ochoreniam ovplyviiujticim Pudska populaciu, akymi st ischémia
myokardu, vysoky krvny tlak a diabetes. Ciel'om je dokazat moznost’ zlep3enia fyziologickych
a biochemickych parametrov srdca a zvySenia odolnosti srdca vo&i I/R poskodeniu pri pouziti
dvoch neinvazivnych adaptaénych zdsahov, porovnat’ ich G¢innost v stvislosti s dizkou stimulu
a odhalit’ ich molekularne mechanizmy.

1. Charakterizovat' stavy vyustujice do zlyhdvania funkcie srdca ajeho akcelerdciu
pritomnostou dalsich komorbidit.

2. Testovanie vplyvu adaptacnych zdsahov na vyvoj funkénych zmien v myokarde a jeho odolnosti
vodi ischemickej zdtazi pri pouziti modelu dobrovolne behajucich potkanoch a modelu remote
ischemického preconditioningu (RIPC).

3. Poslednym cielom bude charakteristika zmien v mechanizmoch bunkovej signalizdcie pri
zlyhdvani srdca ako aj pri vzniku kardioprotekeii s dérazom na proteinkindzové kaskdady pri
pouziti modelu dobrovolne behajiicich potkanoch a modelu RIPC.

Prinos z vykonaného projektu:

Zvolené postupy majii umoZnit’ ziskanie originalnych poznatkov vyuZitePnych v klinickej praxi

nakolko ide o aktivdciu vlastnych ochrannych mechanizmov v myokarde neinvazivnymi

metodami. Prinosom projektu je zamer skiimat’ u¢innost’ tychto metéd pri kratkodobom a dlhsie
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trvajicom pouZiti za GCelom zmiernenia ischemicko-reperflizneho poskodenia srdca vratane
infarktu myokardu, nielen u zdravych jedincov ale aj u jedincov s civilizaénymi ochoreniami
(hypertenzia, diabetes). Udaje ziskané pri rie§eni projektu pomézu Ob_]aSI‘llt vplyv a uéinnost’
neinvdzneho posobenia fyziologickych a patologickych stimulov na urovni bunky a organu.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty v pokuse kratkodobom a dlhodobom pokuse
Dospelé samce potkana laboratérneho (Rattus norvegicus): celkovo 480 ks potkanov na celé
obdobie trvania pokusov v kratkodobej + dlhodobej adaptacii

e potkan laboratérny, kmeni Wistar, vek 2 - 3 mesiace, 280 ks

e potkan laboratorny, kmen Sprague Dawley, vek 2 - 3 mesiace, 80 ks

e potkan laboratorny, kmeii Spontaneously hypertensive rat, 2 - 3 mesiace, 120 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:
Zvieratam v skupine diabetes mellitus (DM) L. typu bude jednorazovo intraperitonedlne podana
toxickd ddvka farmaka streptozotocinu (65 mg/kg rozpusteny v 0.1 mol/I citrdtovom pufri, pH=4)
spdsobujuceho poSkodenie B buniek pankreasu. Po prekonani prvych hodin sa zviera rychlo
zotavuje a po 24 hodinich nejavi znamky diskomfortu. V pripade, Ze sa zviera do 24 hodin
nezotavi, bude nasledne vyradené z experimentélnej skupiny a ihned’ humanne usmrtené.
Typickymi priznakmi pri vyvoji diabetes mellitus je nadmerny sméd, preto viac pijt (polydipsia),
a s tym je spojena aj polydria, pokles telesnej hmotnosti a vzhlad (such4 srst’ bez lesku).

Po prekonani akitnej fizy ochorenia, stav zvierat sa ustali a k d’aldiemu vyraznému zhorseniu
stavu v priebehu 6 tyZdiov uz nedochddza, ako sme aj my potvrdili v experimentoch s akiitnym
a chronickym DM (Ravingerova et al., 2003).

Krutost’ postupu pri akiatnom a chronickom DM je klasifikovana ako strednd krutost.

Diabetes mellitus sa deteguje na treti defi po injekcii streptozotocinu. Tieto zvieratd sa
bezprostredne po zisteni zvySenej hladiny glukdzy umiestnia do klietok vybavenych kolesom na
behanie, kde zostanu do dobu 2 tyzdtiov alebo 6 tyzdiiov. Krutost’ postupu je klasifikovana ako
strednad krutost.

Potkany v skupine cviiacich potkanov budu umiestnené v klietkach samostatne, aby bolo
moZné monitorovat’ ich pohybovi aktivitu. Potkany tak budd v &iastoénom socidlnom strese, no
buda drzané v priehladnych klietkach v miestnosti s inymi potkanmi, takZe s nimi budG méct
komunikovat’ prostrednictvom zraku, vokalizécie a pachov. Beh je prirodzenou &innostou
pre potkana, ktor robia dobrovolne. Pri zachovani vnemov je stres zmierneny a v akiitnom
pokuse je krutost’ klasifikovand ako slabd krutost. Pri dlhSie trvajicom behani je krutost
oklasifikovana ako strednd krutost.

Vyvolanie RIPC: Po uvedeni potkana do celkovej anestézie sa na jeho zadnti kondatinu umiestni
mala tlakova manzeta a aplikuji sa tri 5-minutové cykly nafiknutia manZety (200 mmHg)
a vyfiknutia, za uUCelom striedavého zastavenia a obnovenia prietoku krvi v kondatine
(Ravingerova et al., 2016, 2017).

Po ukonceni jednej epizoddy RIPC nasleduje postup podl’a zaradenia do prislusnej skupiny.

Uplna eliminécia G&inkov anestetika prebehne vécSinou do 2-3 hodin po jednorazovom i.p.
podani. ZhorSenie zdravotného stavu pri tomto postupe nenastane, nakolko je porovnatelny

s meranim krvného tlaku u ¢loveka, kde frekvencia nafukovania/vyfukovania tlakovej manZety

Je Casto krat ovel'a vysSia ako v danom experimente. Krutost’ postupu je klasifikovana ako slabd.



Pri opakovanom RIPC zvieratd nebudii mat' problémy s bolestou v zadnej kondatine ani
s chddzou. Rozostip medzi jednotlivymi aplikaciami RIPC (1 krat v tyZdni) je dostatoéne velky
na elimindciu pripadného okamzZitého diskomfortu, ktory je porovnatel'ny s meranim krvného
tlaku u ¢loveka. NavySe kondatinovy sval je ovePa odolnej$i vo&i zasahom spojenym
s obmedzenim a obnovenim prietoku krvi, napr. v porovnani so svalom srdca. Krutost’ postupu je
klasifikovana ako strednd.

Potkany, ktorym bude vykonané meranie EKG a echokardiografia, budi na dobu merania (15
minut) vystavené izofluranovej inhala¢nej anestézii. Krutost’ postupu je klasifikovana ako slabd.
Podl’a prilohy ¢.4 nariadenia vlady Slovenskej republiky &. 377/2012 Z.z. klasifikujeme krutost’
planovanych postupov ako ,,slabi az strednu krutost' .

1b) Preukazanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

poZiadavka nahradenia

Predkladany projekt je zamerany aj na pozorovanie funkcie srdca vystaveného ischémii
u potkanov ovplyvnenych dobrovolnym behanim a RIPC, a to na urovni tkaniva, buniek a
subcelularnej drovni. Tieto pokusy je mozné len doplnit’ meranim na celych zvieratach (napr.
magnetickd rezonancia, sonografia celych zvierat v anestézii). Pokusy sa nedaji nahradit’ len
pozorovanim na bunkovych kultirach, pretoZe nezodpovedaju vlastnostiam buniek v Zivom
organe. Rovnako nie je mozné tieto metddy nahradit’ po¢itadovou simulaciou.

poZiadavka redukcie

Projekt bol optimalizovany zhladiska minimalizacie podtu pouZitych zvierat, priom bude
pouZity minimalny pocet zvierat potrebny na dosiahnutie $tatisticky signifikantnych vysledkov,
uktorych je moznd jednoznaénd interpreticia dat kombinovanymi fyziologickymi a
biochemickymi analyzami. Ziskané¢ experimentdlne data priebezne vyhodnocujeme, &im
predchddzame zbyto¢nému navr§ovaniu poétu experimentov.

poZiadavka zjemnenia

Zvieratd budi po presunuti zchovného zariadenia v aklimatizacii. Po dobu 5 dni budu
umiestnené po 2-4 jedincoch v dostato¢ne velkych klietkach (rozmery 60x70x45cm, plocha 4200
cm?) za stanoveného svetelného, tepelného a kfmneho rezimu. Potkany v priebehu pokusu
prezivaji slaby stres, ktory bude minimalizovany Setrnym zaobchidzanim a obohatenim
prostredia klietky predmetmi na hru a ohryzovanie. Na minimalizaciu bolesti zvierat pri injekénej
aplikacii farmak a anestetika pouZivame tenké, sterilné ihly s rozmermi 0,3 x 12mm (priemer x
dizka). Aplikaciu farmak a anestetik vykonava vzdy osoba, na ktora s zvierati zvyknuté
pomocou manipuldcie. Jednotlivé postupy st navrhnuté tak, aby sa minimalizovalo utrpenie,
bolest” a strach zvierat a st oklasifikované ako slabd a strednd krutost. V pripade néhleho
zhorSenia zdravotného stavu jedincov charakterizovaného v tabulke human end points budu

zvieratd humaénne usmrtené po konzultécii s veterindmym lekdrom. Eutanazia sa vykong
bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu:  nie
Podl'a § 36 ods. 2 pism. f) sa pri tomto projekte nevyzaduje poZiadavka spdtného posudenia
v zmysle Klasifikacie krutosti vykondvanych postupov.
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PRILOHA & 2

Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu:

Vazoaktivne icinky sulfidovej signalizdcie ajej interakcia s oxidom dusnatym v réznych
animadlnych modeloch metabolického syndrému

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: (5 y88 / dﬂ - Z?// 3
KPadové slovia: metabolicky syndrém, oxid dusnaty, sirovodik, WKY, SHR

Ukel projektu: Zakladny vyskum s cielom zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo lieCby
chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov zvierat alebo ich i¢éinkov na
zvieratd, stanovovania, odhalovania, usmerfiovania alebo upravy posudenia, zistenia,
regulacie alebo zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov zvierat.

Oxid dusnaty (NO) a sirovodik (H,S) patria medzi vyznamné plynné signilne molekuly, ktoré
sa zapajaji do regulacie cievneho tonusu. Ich syntéza prebicha vramci cievnej steny
pomocou rdznych enzymov a zaroveii sa potvrdil zdsah oboch molekil nielen do
fyziologickych (relaxacia hladkej svaloviny) ale aj do patologickych procesov (hypertenzia,
diabetes mellitus, ateroskleréza, zapal). Metabolicky syndrom (MS) predstavuje skupinu
abnormalit, vratane obezity, hypertenzie, hyperinzulinémie, hyperlipidémie, ktoré spolu
zvy$ujt riziko vzniku kardiovaskulanych ochoreni. Doterajsi vyskum H,S signalizicie a jej
interakcie s NO bol zamerany najmi na normotenzné podmienky, avSak informécie o ich
tilohe v etiopatogenéze MS nie su zname. Cielom projektu je charakterizovat’ vazomotoricku
tilohu tychto dvoch plynnych transmitterov aich vzajomnu interakciu v réznych modeloch
MS: indukovaného vysokofrukt6zovou diétou a vysokotukovou diétou v podmienkach
normotenzie a primarnej hypertenzie.

Prinos projektu

Vzijomné prepojenie systémov H,S-NO/NOS v etiopatogenéze metabolického syndromu
(MS) sledované nebolo, ¢o nadobida vyznam najmd vzhladom na skuto¢nost’, Ze spustenie
takého komplikovaného patologického procesu ako je MS nie je zavislé od zlyhania len jedne;j
signalnej drahy. Hlavnym ciefom experimentov je cestou objastiovania mechanizmov a
u¢inku NO, H,S a dalsich regulaénych systémov aich vzdjomnych interakcii preventivne
predchadzat’ kardiovaskularnym chorobam.

V projekte navrhnuté metodologické postupy zabezpedia komplexny uhol pohladu na danu
problematiku — od molekularnej firovne po komplexnt odpoved’ kardiovaskularneho systému
— ¢o je zarukou na efektivne splnenie deklarovanych cielov.

V jednotlivych krokoch oakavame nové informécie, ktoré:

i. prispeji  k objasneniu mechanizmov u€inkov NO aH)S signdlnych dréh
v podmienkach MS in vitro aj in vivo,



ii. prispeji k objasneniu mechanizmov uéinkov interakcie NO a HpS signalnych drah
v podmienkach MS in vitro aj in vivo,

prispeju k objasneniu ulohy jednotlivych &asti cievnej steny (endotel, perivaskularne tukové
tkanivo, hladké svalové bunky, perivaskularne nervy).

Pocet a druh zvierat

Potkan laboratémy (Rattus norvegicus) kmeti:
Wistar Kyoto (WKY): 96 ks

Spontanne hytpertenzny potkan (SHR): 96 ks

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

Krvny tlak budeme merat’ neinvazivnym spdsobom na chvoste pomocou manZety, tzv.
pletyzmografickou metédou. Potas merania potkany budii umiestnené v meracej komérke,
kde bude Ciastotne obmedzeny ich pohyb, ale nebudi imobilizované (mierny stres, slaba
krutost’). Této metéda mdZe byt spojend s kratkodobym miermnym stresom, ktory sa po
opakovanych meraniach zniZuje. Met6da nenarusuje integritu potkana a bude sa prevadzat’ pri
plnom vedomi potkana, pri¢om zvierata nebudi vystavené bolesti.

V in vivo experimentoch sa pouZiji postupy, ktoré sa celé vykondvaju v celkovej anestézii, po
ktorej zviera nenadobudne vedomie. Potkanom bude zaveden4 kanyla do karotickej artérie na
meranie krvného tlaku a druha kanyla do jugulérnej vény sluZiaca na poddvanie farmak.
Pocas experimentu bude podPa potreby (sledovanie zdznamu tlaku krvi a spravanie zvierat’a)
v prisluSnych €asovych intervaloch aplikovana intraperitonealne dévka anestetika. V tychto
postupoch je takto zabezpecené, aby zvierata nepocitovali bolest’. Na konci experimentu buda
zvieratd usmrtené aplikiciou letilnej davky anestetika.. Pri in vitro postupoch zvieratd budu
znecitlivené celkovou anestéziou do hlbokého bezvedomia uitinkom oxidu uhli¢itého (COy) -
slabé krutost. Pri znecitliveni budi zvierata umiestnené do ¥pecialne konstruovanych komér
aZ po dosiahnuti najvy38ej moZnej koncentricie oxidu uhli¢itého v komore privadzaného zo
zdroja 100%-ého CO, tak, aby sa vylicilo poranenie zvierat a bolo moZné ich vidiet.Pri
oboch postupoch navrhujeme katego6riu krutosti: bez moZnosti zotavenia.

Chronicka aplikacia latok sa uskutoéni bud’ perorlne (v pitnej vode, v strave — dlhodoby
mierny stres amierna bolest, stredna krutost) alebo intaperitonedlne (vo fyziologickom
roztoku). Pocas intraperitonedlnej aplikacie latok zvieratd budu kratkodobo fixované, &o
predstavuje metddu vyvolavajicu len mierny kratkodoby stres spdsobeny manipuléciou a
obmedzenim pohybu zvierat (slaba krutost’, trvanie 1 mimita).

Predpokladana troveii krutosti

Slaba krutost’:

- rutinna starostlivost’ a vaZenie, neinvazivne meranie krvného tlaku a frekvencie srdca



- in vitro experiment - - beZ moZnosti zotavenia,

- in vivo experiment - intraperitonedlne podanie celkovej anestézy, na konci experimentu
usmrtenie aplikdciou letalnej davky anestetika - bez moznosti zotavenia.

Stredna krutost’:

- chronicka aplikécia latok - perordlne v pitnej vode — aplikdcia 10% roztoku fruktézy podas 8
tyzdiiov, perodlne v krmive — aplikéacia vysokotukovej diéty, intraperitonedlne — aplikacia H,S
donora pocas 4 tyZdriov.

Navrhnuté modely a postupy samostatne uz boli otestované na naSom ustave, ako model
vplyvu zmeny zloZenia pitnej vody a krmiva' na kardiovaskularny systém (Zemanc¢ikova
a Torok, 2014; Zemandikova a Térok, 2017) tak aj intraperitorndlne podévanie latky
zasahujuce] do endogénnej signalizdcie H,S (Kristek aspol, 2014). Poéas tychto
experimentov sa nepozoroval Ziadny negativny vplyv (stres, zhorSenie zdravotného stavu)
modelu na experimentalne zvierata.

Kristek F., Drobnd M., Berényiova A, Ondria¥ K.. The long-term effect of hydrogen sulphide deficiency on
general parameters and structure of cardiovascular system of Wistar rats. In Nitric Oxide : Biology and
Chemistry. - San Diego, USA : Academic Press Inc Elsevier Science, 2014, vol. 39, supplement 1, p. S17.

Pocas chronickej aplikdcie latok budeme vykonavat’ klinické pozorovania zaznamenané do
harkov, podl'a ktorych posudzujeme zdravotny stav a pohodu zvierat. Vypracujeme bodové
skore, na zaklade ktorého, podlPa priradeného poétu bodov v jednotlivych sledovanych
parametroch, budu zvieratd po konzultacii s veterindrnym lekarom vyradené (human end
point) alebo lie¢ené a d’alej pouZité v experimentoch. Parametre bododovacieho skore:

- celkovy vzhl'ad experimentdlnych zvierat: telesny stav (abytok/prirastok hmotnosti), stav

srsti a koZe (pritomnost’ &istenia, strata ochlpenia, opuch, chrasta, vred), pritomnost’ vytoku (z
o¢i, z nosa), vzhl'ad ofi (zatvorené/polozatvorené), pritomnost’ slinenia a anomalie zhryzu,

- telesné funkcie: dychanie, prijem potravy a tekutiny,

- socialne interakcie zvierat (agresivne interakcie), drZanie tela a pohyblivost’ (krivanie,
nekoordinovany pohyb, tras, zachvaty),

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

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

Pri jednotlivych zakrokoch in vivo experimentu zvieratd modzu pocitovat’ kratkodobu slaba
bolest’, utrpenie alebo strach a pouZité postupy moZu slabo narusit’ pohodu a celkovy stav
zvierat

In vivo experiment - po€as experimentu sa po intraperitonealnom podani celkovej anestézy v
bezvedomi zavedi 2 katétre - jeden intravendzne na podavanie latok a jeden intraarterialne na
zavedenie sondy, tlakomeru, katétre a podavané farmakd méZu spdsobit diskomfort,
bezvedomie vSak bude po cely ¢as kontrolované a v pripade potreby sa pod4 anestetikum.

Chronicka aplikdcia latok — podas experimentu sa budi polas 8 tyzditov aplikovat' v pitnej
vode alebo intraperitonealne latky, podavané farmaka moézu spdsobit’ diskomfort, budeme



kontrolovat’ bodovacie skére a postupovat’ podl'a odporudeni veterinra (podanie analgetik,
antibiotik a pod.), pri intraperitonedlnom podavani latok sa mdze vyskytnut' zapal v mieste
vpichu, &o oSetrime podanim antibiotik, kaZdodennym pozorovanim a starostivostou o rany.

Preukizanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obnedzenia a zjemnenia

1. Nahradenie zvierat: Cielom planovaného pokusu je odhalit ucast resp. podiel
Specifického regulatného mechanizmu v etiopatogenéze metabolického syndromu. Pre
sledovanie funkcie kardiovaskuldrneho systému s hlavnym zretelom na regulaciu krvného
tlaku a rozvoj hypertenzie je najvhodnej$i model laboratérneho potkana. Zatial' neexistuje
alternativna metoda, ktora by nahradila laboratoratorneho potkana. Dokumentuje to priloha
Doklad o overovani v registroch medzinarodne overenych a uznanych alternativnych metéd.

2. Redukcia podtu zvierat: V planovanom experimente je zabezpefeny ¢o najniZ8i pocet
experimentalnych zvierat, tak aby bol experiment Statisticky vyhodnotitelny a zavery
vieobecne prijatelné. Zabezpe¢i sa, aby nedochadzalo k duplicite kontrolnych skupin.
Zvieratim pouZitym na in vitro experiment sa odoberie maximalne mnoZstvo vzoriek na
sledovanie fyziologickych, biochemickych pripadne histochemickych parametrov. Jednotlivé
skupiny bude tvorit’ najniz$i moZny podet jedincov. V ramci in vitro experimentu bude
sledovany program spolotného vyuZivania organov a tkaniv usmrtenych zvierat v ramci
CEM, o.z. UNPF SAV, &o v pripade dostupnosti umozni ziskat' potrebné organy a tkaniva aj
zinych schvalenych projektov uUstavu a zabrani d’al$iemu navySovaniu zvierat v tychto
skupinach. Zarovei budit prostrednictvom styénych pracovnikov informované aj statné
organiza¢né zlozZky CEM SAV o moZnosti spoloéného vyuZivania organov.

3. Zjemnenie: Pre dosiahnutie vedeckych cielov projektu je najvhodne;j$i laboratorny potkan,
ktory predstavuje druh, ktorému navrhnuté postupy spdsobia minmalne utrpenie a strach. U
skupiny zvierat, kde sa uskutoéni meranie tlaku krvi invazivhym spdsobom bude
intraperitonealne aplikovana anestéza. Pocas experimentu bude podla potreby v prislusnych
¢asovych intervaloch aplikovand intraperitonealne divka anestetika. Na konci experimentu
budu zvierata usmrtené aplikaciou letidlnej davky anestetika. U skupiny zvierat, kde budu
sledované fyziologické parametre na izolovanych cievach potkana a su¢asne budi odobraté
potrebné orginy pre stanovovanie biochemickych parametrov, budti zvieratd huménne
utratené. Najskor sa vystavia pOsobeniu oxidu uhli¢itého v uzavrete] nddobe az do straty
vedomia. V hlbokom bezvedomi budi nasledne dekapitované, nechaji sa vykrvacat a po
otvoreni hrudnej a brusnej dutiny budu odobraté prislu$né cievy a organy. Pocas chronickej
intraperitonealnej aplikacie latok sa bude pravidelne sledovat, ¢i nedochadza k zapalovej
reakcii v miestach vpichu injekcie. V pripade pritomnosti zapalu sa pouZije liecba
antibiotikami. Po¢as chronického treatmentu budeme vykonavat klinické pozorovania
zaznamenané do harkov, podla ktorych posudzujeme zdravotny stav a pohodu zvierat. Na
zaklade dosiahnutého skore bodov budu zvierata po konzultacii s veterindAmym lekarom
vyradené (human end point) alebo lie¢ené a d’alej pouzité v experimentoch. V pripade zistenia
akejkol'vek formy utrpenia budeme postupovat’ podla odporudeni veterindrneho lekara
(podanie analgetik, antibiotik a pod.). Po podani injekcie sa zvieratd budi monitorovat’. Ak sa
spozoruje vicSia ako stredna prechodna bolest’ alebo strach, zvieratd sa humanne usmrtia.



Postupy chovu prispdsobime tak, aby sa minimalizovalo riziko kontaminicie. Zvierata buda
mat’ dostatoéne obohatené prostredie, aby sa zniZil stres. V pripade Gbytku hmotnosti bude
zabezpecené podanie vysokoenergetickych potravinovych doplnkov (tibytok hmotnosti
nesmie prekro¢it’ 20%).

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvaPovaniu:  nie



Priloha ¢. 4
Netechnické zhrnutie projektu podla §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia vlady SR &. 377/2012

Nazov projektu: Napitovo riadené sodikové kandly ako ciefové molekuly na inhalaénti terapiu
excesivneho kasla.

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: »67(27/ //f’&c? 4/ 3

Kldéové slova v projekte ( max 5 slov): Kasel, napatovo riadené sodikové kanaly, C-vldkna, inhalaéna
terapia

Uéel projektu’: Zakladny vyskum
Opisat ciele projektu:

Perzistentny, draidivy kaSel spojeny schronickymi respiraénymi ochoreniami zhor3uje
respiracnd funkciu, zvySuje morbiditu a dalej oslabuje kvalitu Zivota. U tychto pacientov lokélne
pdsobiace (inhala¢né) latky by mohli inhibovat nervy vyvoldvajice kasel. Napitovo riadené sodikové
kanaly (NaVs) maju zdsadny vyznam priiniciacii akénych potencidlov nervovych termindlov
vyvolavajdcich kasel. Sucasné poznatky z neurobioldgie umozZiiuji povaZzovat NaVs za velmi sfubné
terapeutické ciele.

Neproduktivny kasel je spustany C-vlaknami dychacich ciest. Na druhej strane, kasel, ktory
chrani respirany systém pred aspiraciou, je spustany Ad-vlaknami. Preto je Ziaduce inhibovat najma
C-vlakna dychacich ciest, ale nie Ad-vldkna. Nedavna $tudia ukdzala, Ze aktivécia akénych potencidlov
C-vlakien dychacich ciest zévisi od NaV1.8 a aktivacia Ad-vlakien je zavisld na NaV1.7.

Preto predpokladame, Ze inhibicia NaV1.8 bude inhibovat ka3el sprostredkovany C-vlaknami,
ale udetri protektivny kasel vyvolany pri aspirdcii. Uvedenu hypotézu budeme $tudovat kombinaciou
Stadii kasfového reflexu, elektrofyziologickymi a molekuldrnymi metédami v modeli zdravych moréiat
a v modeli alergického zapalu dychacich ciest.

1.ciel' - vyhodnotit efekt lokélne (inhalaéne) podavanych selektivnych blokatorov napatovo riadenych
sodikovych kandlov NaV1.8 a NaV1.7 na kadel sprostredkovany cez C-vldkna a Ad-vldkna v modeli
zdravych (naive) morciat (chemicky a mechanicky indukovany kasel)

2.ciel — vytvorit model alergického zapalu dychacich ciest. V tomto modeli budeme hodnotit zapalom
indukované zmeny v expresii podjednotiek NaVs v C-vldknach a A&-vldknach v dychacich cestdch
metddou scRT-PCR.

3.ciel - v modeli alergického zdpalu pltic budeme hodnotit funk&né zmeny sodikovych kanalov (NaVs)
v aktivacii akinych potencidlov v elektrofyziologickych §tadidch afarmakologickych $ttdiach
kasfového reflexu stimulovaného cez C a Ad-vldkna (chemicky a mechanicky indukovany kagel)

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

Ocakavame, Ze uskuto¢nenim tychto 3tadii prispejeme po 1-krat k vyznamnému pochopeniu
ulohy NaV1.8 pre kadel mediovany C-vldknami a prispejeme k pochopeniu tGlohy NaVv1.7 pre
protektivny kasel — kadel's obrannym mechanizmom, ktory je mediovany Ad-vidknami.

Taktiez po 1-krdt vyhodnotime uUlohu NaVs vo validovanom modeli alergického zapalu
dychacich ciest, 3pecificky zmeny v expresii NaVs v aferentnych Ad- a C-vladknach, zmeny v produkcii
akenych potencidlov oboch typov vldkien a zmeny ich funkcie v Ad- a C-vldknach sprostredkujudcich
kasel pocas zapalu.

Ocakdvame, Ze naSimi vysledkami prispejeme k stimuldcii farmakologického vyvoja
selektivnych inhibitorov NaV1.8 aku klinickym 3tadidm inhalaénych inhibitorov Nav1.8 pre liebu
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excesivneho perzistentného kasfa u pacientov s chronickymi respiraénymi ochoreniami a u pacientov
s chronickym protrahujucim kasfom zinych pri¢in. PretoZe len spravne pochopenie priin
a patofyzioldgie protrahovaného kasla moéZe viest kvyvoju novych diagnostickych a lieCebnych
postupov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
Moréa doméce, Dunkin Hartley, samce, predbezne 288/4roky

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

Metodické postupy (vySetrenie kaslového reflexu), ktoré pouZijeme pri realizécii projektu
pouzivame dlhodobo a velmi sa osvedili v ramci rieSenia predchddzajidcich vedecko-vyskumnych
dloh, u senzitivnejsich zvierat pocas inhalacie mdZe byt pritomnda prechodne zvySend sekrécia z nosa
alebo slinenie, po ukonéeni 5-minutove] inhalacie zvierata sa dostdvaju do normalu.

Metodika senzibilizdcie mor¢iat je velmi dobre tolerovana. Planovany projekt je minimalne
traumatizujuci v zmysle senzibilizécie (injekcia ovalbuminu) a kratkodobej inhaldcie alergénu
(ovalbumin). Vsnahe vyhnif sa moZnej anafylaktickej reakcii, zvieratd si premedikované
antihistaminikom pred inhaldciou alergénu. Podas inhalacie v plastikovych boxoch je pozorovana
individualna variabilita, u niektorych mor¢iat moze byt pozorované prechodne zrychlené dychanie,
pripadne mierne zvy$end sekrécia z nosa a/alebo slinenie, ktoré po ukonéeni inhalécie cca 5 min sa
upravi do normalu.

Pri pouZiti metodiky retrogradneho znacdenia neurdénov inervujucich dychacie cesty sa
zvieratdm v kratkodobej anestéze vykond velmi Setrny minimalny chirurgicky zdkrok, po prebudeni
rychlo nastupuje motoricka aktivita a po hodine s uplne ¢ulé so zdujmom o krmivo a vodu. Zvieratd
budd udriiavané vo zverinci s najvd¢Sou starostlivostou do dvoch tyzdiov. Podfa protokolu
a ¢asového harmonogramu budl zvieratd usmrtené vykrvdcanim po predchddzajicej anestézii
uretan alebo zoletil (predédvkovanim anestetika), pripadne inhaldciou CO, a v stadidch sa bude dalej
pracovat uZ len s tkanivom.

ZhorSeny zdravotny stav oakavame vynimocne u senzitivnych — precitlivelych zvierat, alebo
u zvierat s primarne zhor$enym zdravotnym stavom. Stddie su pripravené tak, aby sa maximalne
vyludil strach, zbytoéna bolest a utrpenie pokusnych zvierat a aby boli zvieratd vyuZité humanne a
zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov, ktoré moZu pozitivne obohatit

farmakoterapiu. Velkd pozornost bude zamerand na adaptaciu s persondlom a laboratérnym
prostredim.

Predpokladana celkova droven krutosti: Stredna

Pofas postupu budd vietky zadkroky na zvieratdch vykonavat iba oprdvnené osoby so
vzdelanim primeranym charakteru tejto prace. TyZden pred vykonavanim ¢iastkovych experimentov
zvieratd budu adaptované na laboratérne podmienky a personal v snahe vylGéit stresové spravanie.

Vyvolané patologické stavy v modeli alergického zapalu trvaju kratkodobo, sd viazané na
dobu cca 15 min po inhalathom podani alergénu v 3 nasledujucich davkach, mimo laboratoria
zvieratd netrpia ziadnym patologickym procesom, si klinicky zdravé, umiestnené v centrdlnom
zverinci.  V nasledujicich  vySetrovaniach  kaslovej odpovede sU zvieratd umiestnené
v bodypletyzmografe a 10min exponované inhibitorom sodikovych kanalov (tento stimul je neSkodny
a nie je bolestivy) a nasledne 5min su exponované tusigénu spolu s inhibitorom — tu odakavame
inhibicny Gdinok. Vtomto pripade patologicky stav trvd 5 min apo vybrati zvierata
z bodypletyzmografu tento stav odoznieva do 5-10min.

Pred zaliatkom kaZdého ¢&iastkového postupu budu zvierata po premiestneni z centrélneho

zverinca aklimatizované na podmienky prostredia v laboratériu (min. 30 min pred zaCiatkom
experimentu).
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Adaptacia na laboratérne podmienky

Slaba - vaiZenie, znalenie zvierat, presun zcentralneho zverinca do uZivatelského zariadenia,
adaptacia na bodypletyzmograf, na personal

VySetrenie chemicky-indukovaného kasla u bdelych moréiat:

Stredna — opakovana inhaldcia aerosdlov, ktora nie je bolestiva, aviak vyvolava kasel (priemerne 10
kaslov za 10 minut) predpokladame, 7e zvieratd budd pocitovat strach a diskomfort spojeny s
pobytom v komore pletyzmografu, hoci sa na tento stav vopred adaptuju (v pripravnej faze
postupov). Predpokladame, Ze zvieratd nebudi mat zavazne naru$end pohodu ani celkovy zdravotny
stav.

Bdelé zvieratd s umiestnené v bodypletyzmografe celkovo 15 minut. Prvych 10 min inhalujd
neSkodny latku — fyziologicky roztok + vehikulum/inhibitor, dalSich 5 minit nizku koncentrdciu
tusigénnej latky. Niektoré zvierata reaguju bez nejakych klinickych zmien, u niektorych sa vyvija
klinicky stav spojeny s miernou sekréciou z nosa, slinenim a zvy$enou frekvenciou dychania. Poéet
zakaslani u kontrolnych zvierat je zvycajne 5 — 8, po predliedeni inhibitorom ocakdvame pokles
zakaslani na napr. 2 — 4. Tento stav spojeny s diskomfortom trva kratkodobo 5min potas expozicie,
po ukonceni expozicie sa klinicky stav dostdva do normdlu velmi rychlo od 3min-10min.

Modelovanie alergického zdpalu

Stredna — zvieratd su senzibilizované ovalbuminom opakovanymi 3 interpleurdinymi injekciami
ovalbuminu. Po 3 tyZdiioch budu inhalaéne exponované aerosélu ovalbuminu max do 5 min a budu
predlieCené anithistaminikom s ciefom vyhnut sa moZnej bolestivej bronchokonstrikénej odpovedi.
V tomto pripade ide o kratkodoby diskomfort poas expozicie. Zo skdsenosti je zndme, Ze zvierata
nebudd mat zavazne narusend pohodu ani celkovy zdravotny stav.

Pri senzibilizdcii pocas intraperitonedlneho podavania alergénu nepozorujeme Ziadne klinické zmeny.
Pocas 5-min. inhalacie alergénu po 3 tyZdfioch od poslednej injekcie u zvierat si pozorované prejavy
alergickej reakcie — mierne zvysend sekrécia z nosa a/alebo slinenie, zvy$end frekvencia dychania,
niekedy pozorované stazené dychanie. Tento stav sa v priemere zacina objavovat po 2-3 min od
zaCiatku inhaldcie Po ukonceni inhaldcie sa klinicky stav upravuje velmi rychlo a navracia sa spit do
normalu. Vo zverinci nepozorujeme prejavy klinickych zmien, spominany klinicky stav je pozorovany
len kratkodobo — nevyhnutny ¢as v laboratérnych podmienkach.

VySetrenie mechanicky-indukovaného kasla u anestézovanych moréiat:
Bez moZnosti zotavenia — u anestézovanych zvierat sa po spristupneni laryngu a trachey zavedie
kanyla do trachey pri 7-8 prstenci, ¢im sa zabezpedi spontdnne dychanie, kalel sa evokuje

mechanickou stimulaciou tracheobronchidlnej oblasti nylonovym vldknom zastvanim cez trachedlnu
kanylu v blizkosti kariny.

Bez moZnosti zotavenia — po ukonéeni experimentu je zviera usmrtené predavkovanim anestetika.

Metdda retrogrddneho znaéenia neurénov a single cell RT-PCR:

Strednd - retrogrddne znaenie neurénov inervujucich tracheu — maly chirurgicky zékrok
v kratkodobej anestézii (cca 1 cm koZna incizia v krénej oblasti na exponovanie paZeraka a injekcia Dil
do steny paZeraka v mikro-mnoZstvéch). Zo skisenosti je zndme, e zvieratd u? po hodine st ¢ulé
s dobrou motorickou aktivitou a prijmom potravy a tekutin. Za 2-3 dni je rana zahojena.

Bez moinosti zotavenia — zvierata pre nasledujlice metodiky single cell RT-PCR bud( usmrtené
inhaldciou CO; a potom sa uZ pracuje len s tkanivom.

22



Elekrofyziologické experimenty:

Bez moinosti zotavenia — zvieratd budu usmrtené inhalédciou CO; apotom sa ui pracuje len
s inervovanym prepardtom dychacich ciest.

Uplatiovanie zasad 3R
1. Nahradenie

Experiment nie je moZné vykonat bez pouZitia relevantnych zvierat. Moréa domace je jeden
z najrelevantnejich modelov aferentnej inervacie dychacich ciest aplic vo vztahu ku ka$fu.
Neurofyziologické a neurofarmakologické parametre u moréiat st idealne pre vykonanie translaénych
Stdii s validdciou dat priamo u ¢loveka. Pri tomto plénovanom pokuse neexistuji alternativne
metddy, pretoZe na tento projekt nie je moZné pouZit nizsi druh laboratérnych zvierat (napr. mys,
potkan, pretoZe tieto nemaju vyvinuty kaslovy reflex, prehladne spracované v ,Mazzone, S.B.,
Undem, B.J. (2009). Cough sensors. V. Pharmacological modulation of cough sensors. Handb Exp
Pharmacol. (187): 99-127)“. Prieskum databdz ukézal, fe vzhladom na komplexnost jednotlivych
typov aferentnych vagovych drdh nie je moiné poufit modelovanie ani jednoduchgie systémy
(bunkové kultary a pod.).

2. Redukcia

Jednotlivé experimenty na bdelych a anestézovanych zvieratdch budii vykonané na najnizéom pocte
jedincov tak, aby bol vysledok experimentu $tatisticky hodnotitelny a dta ziskané z experimentu
relevantné v snahe vyhnut sa riziku falo$ne negativnych alebo pozitivnych vysledkov. Ak v Ciastkovych
experimentoch priebeZnou 3tatistickou analyzou dosiahneme relevantné vysledky, budeme znisovat
planovany pocet zvierat.

3. Zjemnenie

Planované experimenty si minimalne traumatizujtce pre zvierata.

Chemicky-indukovany kasel - bdelé zvieratd su umiestiiované do dvojkomorového
pletyzmografu, kde inhaluju aerosdl tusigénnej latky a testovanej latky (inhibitory NaVs). Tento
postup zvierata znalaju pokojne, kedZe si na podmienky experimentu a laboratérium adaptované.
Adaptacia slGZi na minimalizovanie stresovej reakcie a prebieha vidy pred zaatim kaZdého pokusu.
Pri adaptacii sa zvieratd minimalne 2 krat exponuju aerosélu pufrovaného fyziologického roztoku
(PBS), aby si zvykli na pobyt v pletyzmografe. Inhalicia aerosélu a pobyt v pletyzmografe
nespdsobuju zvieratdm bolest. Polas experimentu je zabezpe&ené wellfare zvierata.

Aj ked v nazve projektu je excesivny kasel, ktory vychidza z Klinickych studii u pacientov,
nasim zdmerom nie je vyvolat excesivny kadel u moréiat, preto pouZivame prahové (najniziie)
koncentrécie tusigénnych latok, ktoré vyvolaju napr. 6 zakadfani a nagim Gspechom bude, ked po
podani inhibitora zvierata zareaguju napr. 2 zakadlaniami. Tym sa vyrazne odlisujeme od inych
zahrani¢nych vyskumnych pracovnikov v tejto oblasti. Z praktickych skdsenosti mézem potvrdit, Ze
zvierata mozu mat diskomfort len pogas 5 minat expozicie tusigénnej latky. Po ukonéeni expozicie,
klinicky stav sa dostava do normalu v kratkej dobe od 5 do 10minat, zdravotny stav vo vieobecnosti
sa nezhoriuje, klinicky stav pozorovany vo zverinci je vnorme. (zjemnenie — pouZitie najniziej
prahovej koncentracie, ktord méze vyvolat kasel).

Mechanicky-indukovany kadel - anestézované zvierata su umiestiiované v polohe na chrbte
na vyhrievanej podlozke, do trachey sa zavedie kanyla aby bolo zabezpedené spontanne dychanie
zvierata. Nasledne sa evokuje kagel mechanickou stimuldciou tracheobronchidlnej oblasti nylonovym
vldknom (0,3 mm) zastvanim cez kanylu v blizkosti kariny. Inhibitory NaVs budud aplikované do
trachey vo forme aerosdlu. Polas experimentu je zabezpefeny komfort zvierata, minimalna
manipuldcia a zviera je len minimélne traumatizované.

Retrogradne znaenie neurénov - v kratkodobej anestézii sa exponuje krénd Cast trachey
a cez anteridlnu stenu sa injektuje do dorzalnej steny retrogradny tracer Dil (0,1 %) do 2-3 miest (v
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celkovom objeme 10 pl). KoZny rez zvierata je minimalny, je zabezpelené rychle hojenie, takie
zvieratd nie sU traumatizované a pripadna bolest je len minimdina. Podla protokolu a ¢asového
harmonogramu pred pouZitim metodiky single cell RT-PCR budl zvieratd usmrtené inhalaciou CO,
a v experimente sa bude dalej pracovat uZ len s tkanivom (vagové aferentné ganglia).

Elektrofyziologické $tudie — tu sa budli pouiivat inervované preparaty dychacich ciest
moréata. Na tento Uéel sa zvierata usmrtia inhalaciou COa.

Model alergického zapalu — zvieratd budi senzibilizované ovalbuminom opakovanymi 3
interpleurdlnymi injekciami ovalbuminu (10mg/kg) v 48-hod. intervaloch. Po 21 diioch sa vyvija
kompletna alergicka odpoved. Zvieratd potom inhaluju nebulizovany ovalbumin (10mg/ml, 5 min)
3krét kazdy druhy defi (predlie¢ba nizkou davkou antihistaminika ~— pyrilamin (1mg/kg) 20 min pred
inhaldciou v snahe predist pripadnej anafylaktickej reakcii).

V pripade modelu alergického zdpalu, poufitd senzibilizicia je najjemnejSia, nam nejde
o vyvolanie chronického silného systémového zépalu, nami vyvolany zépal je mierny. Zvieratd budu
pocitovat diskomfort pocas 5 mindt, aby sme sa vyhli anafylakticke]j reakcii, zvieratam bude podané
anihistaminiku a to je zjemnenie. O¢akavame, 7e kaslovd odpoved mbdze byt vyssia, ale znovu len
polas stimulacie trvajice] 5 minGt. V pripade, ak by senzitivne zviera zareagovalo abnormdlne
zvy$enou odpovedou — bronchokonstrikciou, preventivne mame k dispozicii bronchodilatans —
Ventolin, ktory v pripade potreby podame.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano

3.
)

Priloha & 5
Informacie o prvkoch uvedenych v prilohe €. 6 nariadenia vlady SR 377/2012
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Priloha &. 1
Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 nariadenia vlady 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: , BiovyuZzitelnost’ zinku u hospodarskych zvierat — moZnosti a rieSenia*
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: / 06 5/,’ ¥-22z ,7 ]

Kracové slova v projekte: zinok, metabolizmus, rastlinné nutraceutika, fytaza, hospodarske
zvierata

Ukel projektu:

Popisany postup bude vykonany na ugely zékladného vyskumu. Preto by jeho kltiovym
prinosom malo byt’ ziskanie lepSich a detailnejSich znalosti o biovyuZiteI'nosti zinku z jeho
rdznych, prevazne organickych zdrojov, pouzivanych ako kfmne aditiva vo vyZive zvierat.
Zaroven ziskame nové zékladné poznatky o vplyve herbalnych nutraceutik na metabolizmus
mikroelementov, gastro-intestinilne procesy a antioxidadny status u preZivavecov a
monogastrickych zvierat. Na$im zdmerom bude zvydif moZnosti efektivneho pouzivania
mineralnych aditiv vo vyZive zvierat a prispiet’ tak k zniZeniu negativneho dopadu Zivocisnej
vyroby na Zivotné prostredie.

Ciele projektu:

Hlavné ciele nami navrhovaného projektu sa daji zhrnit' do nasledujucich bodov:

1. Hodnotenie biovyuZitelnosti zinku z jeho organickych alebo anorganickych zdrojov
priddvanych do diét preziivavcov a hydiny.

2. Testovanie u¢inku herbalnych nutraceutik na mineralny metabolizmus a gastrointestinalne
procesy u oviec suplementovanych organickou formou zinku.

3. Posudenie antioxida¢nej odpovede zvierat na prijem herbalnych nutraceutik v kombinacii s
pridavkom organického zdroja zinku.

4. Sledovat’ dopad aplikdcie exogénnej fytdzy v diéte na biovyuZitelnost’ zinku z jeho
anorganického a organického zdroja u nosnic.

Nasim ciel'om je najst’ vhodny pristup, ktorym by sa zvysila a stabilizovala dostupnost’ zinku
z krmiva a suCasne by sa mohlo zniZit' jeho celkové mnoZstvo v krmive. Originalnost’
projektu spoCiva v testovani sprdvnej kombindcie zmesi lie¢ivych rastlin a organickych
zdrojov zinku, ktoré doteraz neboli spolu kombinované a testované pri preziivavcoch.

Prinos z vykonaného projektu:

Vyskum aplikacii réznych zdrojov Zn do vyzivy zvierat by mohlo priniest nové zdkladné
informdcie o metabolizme a depozicii Zn v tkanivach zvierat. NavySe, hodnotenie
minerdlneho statusu zvierat pri rdznych nutriénych podmienkach ovplyvilujucich
biovyuZitelnost’ stopovych prvkov by mohlo priniest nové zakladné informacie v tejto
oblasti. Ziskané nové poznatky by mohli prispiet, na vedeckom zaklade, k redukcii
vSeobecne rozSireného pouZivania Zn v diétach, &o by vSak nemalo obmedzit zdravie
a GZitkovost’ zvierat, ale malo by zniZit' negativny dopad Zivo&idnej produkcie na Fivotné
prostredie.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné podty:

Pouzitie oviec, nosnic a brojlerovych kurdiat v pripravovanom pokuse je opodstatnené, ked'Ze
jednym  zhlavnych cielov je porovnat biovyuZitelnost zinku u prezivavcov
amonogastrickych zvierat pri réznych nutriénych podmienkach (fytoaditiva, exogénna
fytaza). Pokusné zvieratd budu pochadzat’ zo schvalenych chovnych zariadeni.



V_pokusoch pléanujeme pouzit’ nasledovné druhy zvierat:

Kurcata nosivého typu/Nosnice: Lohmann Brown resp. Isa Brown - predbeZny podet spolu:
220 jedincov.

Kurdata vykrmové/Ross 308 - predbezny pocet spolu: 220 jedincov.

Ovce/ZoSlachtena Valaska — predbezny po&et spolu: 56 jedincov

Pri zohl'adneni vSetkych potrieb vedeckého vyskumu i predpisov stanovenych v nariadeni
vlady 377/2012 Z.z. maximdlny pocet pouZitych zvierat za celé obdobie trvania projektu
(01.03.2019-28.02.2022) nepresiahne hore uvedeny podet zvierat daného druhu, ked’ze takéto
mnoZzstvo je postacujuce na zabezpeéenie zmysluplného vyhodnotenia ziskanych vysledkov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vramci vykondvania
projektu:

Nepriaznivy vplyv na pouZité zvieratd nepredpokladame. Pokusy su zostavené tak, aby sa
minimalizovala bolest’ alebo stres a aby bol zabwpcueny a dodrziavany welfare. Kuréata
budt umiestnené do kotercov (s plochou 2 m?) s vysokou podstielkou z drevenych hoblin,
ktord sa im denne vymiefia. Podet kurdiat v skupine sa upravi podla hmotnosti vtikov
s poZziadavky na minimdlnu plochu pre jedného vtdka. Chov nosnic bude v modernych,
obohatenych klietkach, ktoré vyhovuji poziadavkdm predpisov EU a st riefené tak, aby
splnah Vsetky ich potreby spravania. Pre kaZdd nosnicu bude zabezpedeny podlahovy priestor
najmenej 900 cm?, prisun vody v klietke j Je zabezpedeny prostrednictvom dvoch kvapkovych
napajaciek a Vsetky klietky st obohatené primerane k vekovej kategérii zvierat. Bude sa dbat’
na predpisané zootechnické podmienky ich chovu (teplota, vlhkost, plocha/vtak a pod). Voda
akrmivo budu k dispozicii ad libitum a zootechnické podmienky chovu (teplota a vlhkost’
vzduchu) budu dodrZiavané podla technologického postupu pre chov daného plemena
zvierat. Ovce budd pocas experlmentu ustajnené individudlne v kotercoch (vyska 120 cm,
podlahova plocha 2,06 m?) s vyhovujucimi rozmermi a priestorovymi podmienkami, pri
dodrziavani prislusnych zootechnickym podmienok a budi kfmené 2 x denne pri volnom
pristupe k vode pocas celého pokusu.

Predpokladana drovei Krutosti:

Vsetky postupy vykonavané v rdamei pokusov (prijem diét suplementovanych mineralnymi
arastlinnymi aditivami, manipulicia so zvieratami, vazenie) spadaju podla prilohy 4
k nariadeniu vlady ¢&. 377/2012 Z.z. do kategérie krutosti postupov ,.slabé”, o znamend, Ze
zvieratd v ich ddsledku nebudi pocitovat’ ziadnu alebo iba kratkodobu slabd bolest, utrpenie
alebo strach.

Pocas pokusu sa bude zvieratdm (ovciam) podla harmonogramu odoberat’ krv (maximalne 3
krat poCas celého experimentu) zjugularnej vény pre za uéelom monitorovania
hematologického a minerdlneho profilu zvierat, ¢im sa zisti G¢innost’ podévania prisluiného
aditiva ako aj celkovy zdravotny stav zvierat. Opakované odbery krvi z jugularnej vény modzu
byt’ spojené s kratkodobou strednou bolestou a stresom v ddsledku kratkodobej imobilizacii
zvierat (max. 1 mindta), ¢o mbéZeme zaradit’ do kategérie krutosti ,,stredné*.

VSetei pracovnici, ktori prichadzaju do styku so zvieratami su prislu$ne poudeni a budd dbat’
na huménny pristup k zvieratdm astarat’ sa oto, aby neboli v Ziadnej faze pokusov
vystavované zbytonému stresu. Navrhnuté spdsoby usmrcovania zvierat (dekapitdcia
a usmrtenie nadmernou ddvkou anestetika) st v sulade s § 5 a prilohou &. 2 NV 377/2012 Z.z.

Uplatiiovanie zasad 3R



1. Nahradenie zvierat:

Na tento typ pokusu je potrebné pouzit' zviera — prezuvavca (oveu), hydinu. Tento typ
experimentu nie je mozné vykonat v podmienkach in vitro. Na dosiahnutie ciela pokusu
neexistuje alternativna metdda bez pouZitia zvierat. Ked’ze ciefom experimentu je sledovat’
biovyuzitelnost’ zinku, jeho absorpciu, retenciu, exkredné cesty adepoziciu do telovych
tkaniv hydiny a preziivavcov je nevyhnutné podavat zvieratdm rozne zdroje/davky zinku a
fytoaditiv do diét zvierat. Zaroveni budeme sledovat ich vplyv na metabolické a funké&né
procesy tenkého ¢reva, €o je moZné iba v experimentoch na zvieratach. Na dosiahnutie ciela
pokusu neexistuje alternativna metdda bez pouzitia odberu materilu zo zivych zvierat.

2. Redukcia poétu zvierat:

Uvadzané poéty zvierat s miniméalne mnoZstva potrebné pre preukazné zhodnotenie
sledovania stanovenych parametrov. V experimentoch na hydine su nami zvolené podty
nevyhnutné z dovodu vytvorenia viacerych repliktov s urCitym poétom zvierat, kedZe len z
takto organizovaného experimentu je moZné ziskat' dostato&né mno¥stvo interpretovatelnych
a Statisticky preukaznych vedeckych vysledkov. Uvedené pocty boli nami zvolené preto, aby
bolo moZné jednotlivé experimenty spravne Statisticky vyhodnotit’.

3. Zjemnenie:

V priebehu pokusu nebudu vykonavané bolestivé zakroky na zvieratach a bude s nimi Setrne
zaobchadzané. Pocas experimentov bude ujma spOsobens zvieratam z hladiska utrpenia,
bolesti a strachu minimalna a odévodnena vzhladom k oCakdvanym vysledkom i s ohl'adom
na etické aspekty. Experiment je nastaveny tak, aby bol minimalizovany stres pouZitych
pokusnych zvierat a aby bola zabezpetena primerand starostlivost. Vetei pracovnici, Ktori
prichadzaju do styku so zvieratami su prislusne pouceni. Odber vzoriek budt uskutodtiovat’
veterinarni  lekari. Osoby zodpovedné za starostlivost o zvieratd sa riadia pokynmi
popisanymi v Prevddzkovom poriadku schvileného pokusného zariadenia a s pravidelne
Skolené. Neustdle budeme dbat’ na huméanny pristup k zvieratam. Pokusné zvieratd budu
chované v takych podmienkach, ktoré u nich nebudu vyvolavat’ ziaden stres — zohl'adni sa
velkost klietky/koterca podla veku zvierat, podet zvierat, svetelny a kfimny reZim, obohatenie
prostredia pre ovce a hydinu apod. Vo vieobecnosti, uvedené experimentdlne postupy
nespdsobia neprimerany diskomfort pokusnych zvierat, v podstate sa jednd o Standardné typy
pokusov (bezne pouZivané na 3pickovych vedeckych pracoviskich) v sulade s etickymi
poziadavkami. V dosledku podavania nami zvolenych davok azdrojov kfmnych aditiv
nehrozi zvieratdm Ziadne preddvkovanie a intoxikécia.

Projekt bude podliehat’ op#tovnému schvalovaniu: nie

Ked'Ze v projekte nie su pouzité primaty ani postupy klasifikované ako ,kruté“ aani tak
nestanovuje vyjadrenie etickej komisie, spitné posudenie projektu nie je podla § 37 NV
377/2012 Z.z. nutné.



Priloha €.2

Netechnické zhrnutie projektu

Ndzov projektu:

"Stiidium vplyvu transplantécie mikrobioty zdravych Pudi a cielenej modulicie mikrobioty
tudi s IBD vyuzitim TWINSHIME u gnotobiotickych laboratérnych zvierat associovanych
s humannou mikrobiotou"

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 40¥3 / 1§-ced / 3

KI'déové slova v projekte: animalny model DSS, transplanticia fekalnej mikrobioty,
dextran sulfat sodny, kolitida, probiotika,

Uéel projektu:  Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metddy s rutinnym pouZzivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare 'udi
alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alsicho
pouZivania v postupoch

Opisat’ ciele projektu:

Cielom postupu bude vyvinit' bezpecnejsi a efektivnejsi spdsob manipulécie
dysbiotickej mikrobioty ziskanej od pacientov s IBD, a to jej modifikaciou prostrednictvom
prospeSnych mikroorganizmov, ich kolekcii a i¢innych naturalnych latok, vratane prebiotik,
polynenasytenych mastnych kyselin in vitro v Simulatore humanneho ¢&revného
mikrobidlneho ekosystému (Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem - SHIME).
Spétny transfer cielene upravenej autochtonnej mikrobioty pacientov s IBD eliminuje rizika
spojené s FMT, ana rozdiel od FMT umoZiiuje cieleni moduliciu $itd na mieru pacienta
uplatiiujucu pristup personalizovanej mediciny. Uginnost’ transplanticie fekalnej mikrobioty
acielene modulovanej mikrobioty bude overené v experimentoch in vivo vyuZitim
gnotobiotickych mysi.

Prinos z vykonaného projektu:

Prinosom projektu je skutoénost’, Ze sa vytvoria predpoklady pre vyvoj novych,
zdokonalenych pripravkov a produktov, u¢innejSich vyZivovych doplnkov, pripadne



inovovanych funkénych potravin pre prevenciu a terapiu chordb. Predpokladané vyuZitie
ziskanych vysledkov najde svoje uplatnenie v klinickej praxi v zmysle vypracovania postupu
cielenej moduldcie mikrobioty pacientov s IBD vyuzitim TWINSHIME. VyuZitie nami
navrhnutého postupu umoZni cieleni moduléaciu ¢revnej mikrobioty v prevencii a terapii
¢revnych zipalovych choréb, pricom aplikacia uvedenej metody nebude spojena s rizikom
prenosu patogénnych agens.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné polty:

V postupe budd pouzité 4 tyzdiiové mysi inbrédneho kmetia BALB/c samicieho
pohlavia. Bude pouZitych maximalne v 1. faze (animélny model IBD) 126 ks mysi, v II. faze
(aplikacia transplantatov) 372 ks mysi.

Predpokiadany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratdé v rdmci
vykondvania projektu:

Charakteristika postupu Vplyv na zviera Stupeit krutosti
ViZenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny
manipulacion  zvierat.  Bolestivost’ Slaby

Ziadna. Dizka ukonu 1-2 min.

Perordlna aplikdcia

(Ix denne) fekdlnych Standardna metdda. Kratkodoby mierny
transplantdtov zdravého stres sposobeny fixaciou zvierat. Bolest’ Slaby
¢loveka, pacienta s IBD, ziadna. DiZka tkonu 1-2 min.

upraveného transplantatu v

SHIME

Indukcia modelu DSS Bolest'” Ziadna. Aplikacia 1-5% DSS v Slaby
(Dextran sulfdt sodny) pitnej vode.

Kratkodoby mierny stres spdsobeny
Detekcia rektdilneho manipulacioun zvierat s obmedzenim
krvdcania pohybu. Bolestivost’ slaba. Zvierata Slaby
moézu pocitovat’ kratkodoby diskomfort
v dosledku vyteru z rekta. Dizka akonu
30 sekund.

Po peroralnej aplikacii 1-5% roztoku
Rozvoj kolitidy v désledku | DSS dochédza u zvierat spravidla na 4 aZ
prijmu DSS 5 deft jeho aplikicie k rozvoju Stredny
symptémov ulcer6znej kolitidy,
charakterizovanej zapalom kaudalneho
tseku traviaceho traktu (hrubého ¢reva),




vznikom ulceracii, krvicania z rekta,
vyskytom hnaciek, sprevadzané tibytkom
celkovej hmotnosti zvierat. Bolest’
stredni. Bolest, ktorii touto aplikaciou
vyvolame zjemnime pokojnym empa-
tickym zaobchadzanim a kompetentnou
manipulaciou pocas postupov, posky-
tnutim Fahko dostupnej potravy a vody
(na podlahe klietky), alebo doplnkovej
potravy (rozdrvenej).

Ober krvi zo sinus orbitalis | Standardnid metdda. Kratkodoby stres

pred ukoncenim postupu spOosobeny manipulaciou s obmedzenim Stredny
(Jednorazovy) pohybu. Bolest’ slaba, dizka ukonu 1,5-2
minuty.
Usmrtenie dislokdciou Kratkodoby stres spdsobeny
krénych stavcov v anestéze | manipulacion s obmedzenim pohybu. Slaby

Bolest’ vyblokovani znecitlivenim.

Pocas sledovaného obdobia zvieratim nebude zabrinené v prirodzenom spravant,
vratane obmedzenia $tandardov  na umiestnenie, chov  a starostlivost a nebude
im vo vyznamnej miere naru§ana pohoda ani celkovy stav. Na vyvolanie chemickej indukcie
IBD sa pouZije neinvazivny spdsob aplikacie DSS prijimaného vodou, a vietky transplantaty
budi aplikované perorilne pomocou inzulinovej striekatky so silikénovou kfmnou ihlou.
Elasticky material kfmenej ihly ukonéenej jemnou manZetkou nespdsobuje poskodenie
sliznice dutiny stnej, a umoZtiuje bezproblémovh aplikiciu transplantatov po celi dobu
postupu (5-10) dni, podl'a schémy postupu. Désledne bude monitorovany zdravotny stav
zvierat. NajvicSou ujmou pre zvierata bude negativny u&inok prijmu 1-5% roztoku DSS na
sliznicu hrubého Ereva u skupin s jeho aplikdciou. Dizka trvania postupu je navrhnuta tak, aby
sme minimalizovali vystavenic zvierat krutej, alebo dlhotrvajice; strednej bolesti. Zmiernenie
bolesti podavanim analgetik v skupindch s aplikaciou DSS nie je mozZné, a to z dévodu
ovplyvnenia sledovanych parametrov a naplnenia ciel'ov projektu.

Human end point:

Manifestacia tychto priznakov:

Ubytok hmotnosti +20 % - skére 4,

Vodnatd konzistencia trusu - skére 3,

Masivnym krvécanie z rekta - skore 3,

bude u zvierat'a predstavovat "human end-point” , a nasledne na ziklade vediceho postupu
bude huménne usmrtené pripravkom na eutanéziu sodium pentobarbital i.p. v davke 86 mg/kg
Z.hm., s naslednou cervikalnou dislokiciou.

V skupinach s aplikdciou transplantatu fekalnej mikrobioty (FTM) od zdravého
¢loveka a FTM pacienta s IBD upraveného v SHIME o probiotické mikroorganizmy, a
synergicky pdsobiace naturilne bioaktivne latky potencujuce ich efeki, sa olakava ich
protektivny ulinok.




Predpokladana urovefi krutosti:

Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikdciu krutosti postupu
oznadit ako ,, strednd”.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

V postupe budu pouzité 4 tyzdiiové mysi inbrédneho kmetia BALB/c samigieho
pohlavia, ktoré su z hl'adiska Stidia pozadovanych parametrov najideslnej$im modelovym
zvieratom na cieleni moduldciu ¢revnej mikrobioty v prevencii a terapii érevnych zapalovych
chordb. Vzhladom na komplexnost’ dejov odohravajiicich sa v organizme, stfasna Grovefs
vedeckého poznania neumoZiiuje nahradit’ poznatky ziskané zo $tadii na zvieratich za tie,
ktoré pochadzaju z in vitro postupov.

2. Redukcia poétu zvierat:

Z hladiska experimentalneho vyskumu je nutné zabezpedit dostatoény podet
experimentalnych zvierat so snahou o redukciu chyb v priebehu spracovania vysledkov, ako
a) na zabezpeCenie Statisticky spracovatelnych vysledkov. Navrhnuty potet zvierat bol
ustanoveny na zaklade suasnych metéd v experimentdlnom vyskume, aby bolo pre
dosiahnutie ocakdvanych vysledkov pouZitych &o najmenej zvierat, a aby bolo
maximalizované mnoZstvo vystupnych informécii z kazdého zvierata pouzitého v postupe.

3. Zjemnenie:

NajvicSou ujmou pre zvierata bude predovietkym v 1.faze projektu negativny G&inok prijmu
1-5% roztoku DSS na 4-5 defi jeho aplikicie na sliznicu hrubého &reva u skupin s jeho
aplikaciou. Bolest’, ktorii touto aplikéciou vyvolidme zjemnime pokojnym empatickym
zaobchédzanim a kompetentnou manipulaciou po&as postupov, poskytnutim 'ahko dostupnej
potravy a vody (na podlahe klietky), alebo doplnkovej potravy (rozdrvenej). Zvieratam pri
nastupe Klinickych priznakov zabezpetime dokladné klinické monitorovanie s pouZitim
vieobecného harku na zaznamendvanie klinického skore so zvySenou frekvenciou
monitorovania. Ked zvierata dosiahnu vopred stanovené klinické skére pre humanne
ukoncenie postupu, huménne sa usmrtia.

Projekt bude podliehat’ opédtovnému schvalovaniu: ano nie



PRILOHA €, 2

Netechnické zhrnutie projektu

NAZOV PROJEKTU:
EXPERIMENTALNA STUDIA POSOBENIA MATERSKE) DEPRESIE A ANTIDEPRESIVNE) LIECBY POCAS
GRAVIDITY A LAKTACIE NA ZDRAVIE MATKY A VYVIN POTOMSTVA

CisLO KONANIA ROZHODNUTIA O SCHVALEN{ PROJEKTU: _"7 -'fg.-"'j /{ ¥—coo 7/3
KLUCOVE SLOVA: depresia, gravidita, neurobehavioralny vyvin, antidepresiva
UCEL PORJEKTU: Zakladny vyskum

CIEL PROJEKTU

Ciefom projektu je Studovat pésobenie materskej depresie a/alebo antidepresivnych liekov bupropiénu a
mirtazapinu pocas gravidity a laktacie na zdravotny stav matky a funkény vyvin mozgu a kardiovaskularnej
ststavy a dalSie vybrané fyziologické ukazovatele ovplyvneného potomstva potkanov .

PRINOS PROJEKTU

Nadobudnuté poznatky mdiu prispiet k prehodnoteniu pouZivania antidepresiv v klinickej praxi potas
tehotenstva a dojéenia v zmysle ich pouZivania alebo nepouZivania. V pripade ich pouZivania mézu byt niektoré
konkrétne antidepresiva uprednostnené z hladiska ich vy83ej bezpednosti pre matku, plod a novorodenca.

POCET A DRUH POUZITYCH ZVIERAT

320 zdravych, dospelych, intaktnych samic — (potkan Wistar/DV), inicidlnej hmotnosti 180-200 g a 120
dospelych potkanov - samcov kmeria Wistar/DV, inicidlnej hmotnosti 220-240 g v ramci 4 rokov trvania
projektu. Predpokladany potet vy3etrenych mladat po&as 4 rokoch:2400 ks

PREDPOKLADANY NEPRIAZNIVY VPLYV/UJMA NA POUZITE ZVIERATA V RAMCI VYKONAVANIA PROJEKTU
PouZité behaviordlne testy nepredstavuji vysoké riziko spojené s bolestou a stresom. V pripade vyskytu
zavainych neZiaducich priznakov bude postup preruseny. Pri podavani antidepresiv bupropidénu a mirtazapinu
nepredpokladame vyskyt komplikacii. Studia 6-tyzdfiového poddvania bupropiénu (30 mg/kg/der)
a mirtazapinu (10 mg/kg/defi) by nemala mat negativny vplyv na zmeny hmotnosti a priberanie potkanov ako
vieobecného ukazovatela nefiaduceho uéinku. Preto v tejto Casti hovorime o krutosti slabej,

V rdmci chronického nepredvidatelného stresu ani jeden stresor samotny neprekraéuje Grovefi slabej/strednej
krutosti podla prilohy ¢.4 k nariadeniu viddy & 377/2012 Z.z. Aviak z dévodu opakovania méZe byt diskomfort
a welfare zvierat zhordeny, ¢o je aj Géelom postupu. Preto po kaZdom stresovom stimule bude zabezpeené aby
zvieratd mali aspori 24 hodin na zotavenie pred daléim stresovym stimulom. V3eobecnt Grovefi krutosti ChNS
preto klasifikujeme na strednu.

Poutzity postup v ramci modelu chronického nepredvidatelného stresu | Oddiel Ill - Klasifikacia krutosti
postupov
Predatorsky stres Slaba/Stredna
Nutené pidvanie Strednd
Nadpocet zvierat vo vanici Slaba/Strednd
Mokra podstielka Slaba/Strednd
Odobratie potravy Slaba/Strednd
'TAir puff” stres Slab&/Strednd

PREDPOKLADANA UROVEN KRUTOSTI modelu chronického nepredvidatelného stresu: STREDNA.
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Priparenie

POTOMSTVO - MLADATA
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Hodnotenie tcinkov materskej depresie a lietby bupropiénom na neurobehaviorélnej a elektrofyziologickej G
rovni — Testovanie adolescentného a dospelého potomstva (metodické postupy podrobnejie opisané v Casti
metodické postupy)

Uzkosti podobné spravanie u adolescentného potomstva: Kfmenie potlatené novym prostredim (PP
40), Vyvy3ené bludisko v tvare plus ( PP 42), Test niteného plavania (PP 45)

Kognitivne schopnosti adolescentnych potomkov: Y maze (PP 47)

Zvieratd humanne utratime cervikdlnou disiokaciou a nasledne odoberieme krv a organy pre dalSie
biochemické, molekuldrne a imunohistologické analyzy. (PP 48)

POTOMSTVO — DOSPIEVAJUCI
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Uzkosti podobné spravanie u dospelého potomstva potomstva: Kfmenie potlaéené novym prostredim
(PP 60), Vyvysené bludisko v tvare plus ( PP 62), Test ndteného plévania (PP 65)

Kognitivne schopnosti adolescentnych potomkov: Y maze (PP 70), Morrisovo vodné bludisko (PP 71-
75)

Meranie krvného tlaku (PP80-90)

Elektrofyziologické studia in vivo ( PP 85-100)

Zvieratd humdénne utratime cervikdlnou dislokaciou a nasledne odoberieme krv a organy pre daldie
biochemické, molekularne a imunohistologické analyzy. (PP 100)
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PouZity postup/experiment

Oddiel 11l - Klasifikacia krutosti

postupov
Peroraina aplikacia skimanych latok Slaba
Test preferencie sachardzy Slaba
Materské spravanie Slaba
Hravé spravanie Slabd
Vyvysené bludisko v tvare plus Slaba
Exploraéné spravanie v otvorenom poli Slaba
Test vyndteného plavania (Porsoltov test) Stredna
Morrisovo vodné bludisko Stredna
Ucenie aktivnym vyhybanim Stredna
Socialne spravanie Slaba
Kfmenie potlatené novym prostredim Slaba
Y-bludisko Slaba

Elektrofyzioldgia in vivo

Bez moZnosti zotavenia

12-zvodové EKG

Bez moZnosti zotavenia

Meranie krvného tlaku

Slaba

Humanne utratenie a odber vzoriek

Bez moZnosti zotavenia

KedZe v rdmci projektu uvaZujeme s metodikami, ktoré spadaju pod stredn( mieru krutosti, zvieratd budi po
podstUpeni takéhoto zakroku monitorované. Zvieratdm bude zabezpeceni €as na dostatoénu regeneréciu po
jednotlivych testoch a o humane end point bude rozhodnuté na ziklade nasledujiceho skére:

Human end point skére

VZHLAD PREJAV SKORE
Normalny 0
I o . .
VZE ad Absencia ¢istenia srsti 1
prijem potravy a vody
Piloerekcia, chulenie sa 2
Normalny 0
rijem potravy a vod . foy
P .j mp . avy‘ v . v Prijima: telesnd hmotnost znizend o 10-15% 1
prirodzené spravanie
Neprijima potravu, ani vodu 2
Normalne 0
rirodzené spravanie . . L .
P p . Menej pohyblivé a pozorné, izolované 1
provokované spravanie
Vokalizacia, sebamrzadenie, nepokojné, alebo nehybné 2
provokované spravanie Normadlne 0
Zmeny v o¢akavanom spravani 1
Reaguje prudko, alebo velmi slabo a prekomatézne 2
SPOLU 0-8
Hodnotenie skoére:
0-2 norma
3-5 vyZiadanie nazoru veterindrneho lekdra
6 a viac eutandzia

PREDPOKLADANA UROVEN KRUTOSTI: STREDNA.
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SULAD S POZIADAVKAMI »3R"

Zasada nahradenia

Postup nie je moiné vykonat nahradenim animalneho experimentalneho modelu alternativnym modelom.
Alternativne metédy nedokazu zachytit komplexnost skimanej metodiky. Testovanim in vitro alebo in silico nie
je moiné sledovat komplexné interakcie prebiehajice vorganizme, napriklad odpoved nervového,
endokrinného a imunitného systému. Pricom na vyhodnotenie celkovej bezpeénosti podavania antidepresiv

polas gravidity je nutné sledovat odpoved vietkych spominanych systémov ako u ovplyvnenych matiek tak u
potomkov.

Zisada obmedzenia

Pocet zvierat v projekte zodpoveda najmendiemu moznému poétu, na zéklade ktorych mdZu byt ziskané
vysledky Statisticky vyhodnotené, t.j. jedna sa o minimalny poget experimentalnych zvierat tak, aby nebol
ohrozeny ciel projektu a bola zabezpetens reprodukovatelnost, validita a $tatistické vyhodnotenie. S ohladom
na kvalitu Zivota zvierat a ¢asovi naroénost experimentov a ich analyzy je v naSom najlepsom zaujme vykonat
¢o najmenej postupov na ziskanie interpretovatelnych vysledkov a poutit &o najmenej zvierat na ziskanie
validovanych déleZitych poznatkov nevyhnutnych pre pochopenie mechanizmov U&inku sledovanych latok.

Zasada zjemnenia
So zvieratami sa bude Setrne zaobchadzat po celd dobu projektu a budu pod kazdodennym dohladom
skusenych pracovnikov. Zvieratdm bude zabezpedeni ¢as na dostato&nd regeneréciu po jednotlivych testoch (3-

4 dni). Zvieratd budu monitorované pocas celej dizky experimentu na zékladne humane end point skére bude
rozhodnuté a pokradovan! alebo zastaven( experimentu.

SPATNE POSUDENIE : nie / _

o o f7 i | A 'y ’
SUrs St haihrdla / e ANO - s M’H%tu; 20 (o -ﬂ"(éf‘"ﬂ't/
Ao 31.05 . X023 J
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Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu: 4.9 ‘7’/ 1% 224/%
Vytvbrenie trojitého in vitro bunkového modelu pre $tidium transportu litok
KPucové slova v projekte (max S slov):in vitro model, hematoencefalické bariéra, tauopatie

Ucel prOJektu' Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulatné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z.z)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare I'udi alebo  zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al§ieho pouZivania v

postupoch

Podrobny téel postupu:

Hematoencefalickd bariéra (HEB) je bariéra zodpovednid za kontrolu transportu latok medzi
perifémym prostredim organizmu a centralnou nervovou ststavou. HEB predstavuje prekazku pre
transport latok s velkou molekulovou hmotnostou ako st peptidy, rekombinantné proteiny,
monoklondlne protilatky, lie¢ivd na baze RNA, &i lie¢iva génovej terapie. Tento fakt limituje
mozZnosti farmakoterapie mozgu a vedie k intenzivnemu vyskumu v danej oblasti.

Aby bolo moZné v podmienkach in vitro $tudovat’ mechanizmus transportu latok, proteinov, &i
kratkych peptidov medzi krvou resp. cerebrospindlnou tekutinou a centralnou nervovou sustavou a
zéroveil najst U¢inny systém pouZiteny pre transport terapeutik do mozgu, je potrebné vytvorit
- vhodny bunkovy model.

Z anatomického hladiska je HEB tvorena tzv. neuro-vaskularnou jednotkou, ktord pozostiva
z nervovych, gliovych a endotelovych buniek. Nami vytvoreny trojity HEB bunkovy model pre
sledovanie transportu latok medzi krvou a mozgom bude pozostavat’ z primérnych gliovych buniek,
pericytov a endotelovych buniek. Pre sledovanie transportu latok medzi cerebrospinalnou tekutinou
a mozgom bude pouZity bunkovy model zhotoveny z primarnych epitelovych buniek.

Zvieraté v predkladanom projekte budt pouZité na pripravu primarnych bunkovych kultar, ktoré
nasledne budu sluZit' na zhotovenie bunkovych modelov. Vytvoreny bunkovy model bude pouZity
pre tidium testovania prechodu latok do mozgu a stanovenia zdkladnych farmakokinetickych
parametrov testovanych latok. Na ziklade uvedenych parametrov bude mozné vyselektovat’ latky,
ktoré m6zu byt v buducnosti pouZité ako terapeutické systémy pre transport lieiv do mozgu.
Zvieratd budu uvedené do hlbokej anestézie, perfundované pomocou PBS a huméanne usmrtené
pomocou dekapitacie a nasledne im bude odobraté mozgové tkanivo. Mozgové tkanivd budd
pouzité na pripravu primarnych gliovych, endotelovych, epitelovych a pericytovych bunkovych
kultur.

Opodstatnenost’ pokusu a pouzitie zvierat v pokuse

Za ulelom Stadia transportu latok, proteinov a kratkych peptidov medzi krvou resp.
cerebrospinalnou tekutinou a centralnou nervovou stistavou je nevyhnutné vytvorenie funk&ného in
vitro bunkového modelu. Bunkovy model bude pozostavat' z gliovych buniek, pericytov
aendotelovych buniek. Pre sledovanie transportu latok medzi cerebrospinalnou tekutinou
a mozgom bude pouzity model zhotoveny z primérnych epitelovych buniek.

Pokusy st navrhnuté v sulade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahujdi na pricu s
laboratérnymi zvieratami.



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Druhy a pocty pouzitych zvierat v pokuse:

V pravidelnych tyzdiiovych intervaloch bude pouzitych 8 1- aZ 2-diiovych zvierat a4 dospelé
samice kmefia Sprague Dawley.. Poget zvierat zohladiiuje potrebu pravidelnej pripravy viacerych
bunkovych kultir.

Celkovo bude pouZitych:

800 SD potkanov- z toho predpokladame pouzitie priblizne 280 dospelych samic a 520 mléd’at

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondvania projektu:
Dospelé samice — budt uvedené do hlbokej anestézie, perfundované pomocou PBS a humanne
usmrtené pomocou dekapiticie a nésledne im bude odobraté mozgové tkanivo — bez moZnosti
zotavenia

Mléd'ata - Thned po odbere od matky 1-diiové mlédatd budd usmrtené dekapiticiou pomocou
noznic- stredna

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika postupu | Vplyv na zviera Zaradenie
podla krutosti
ViZenie zvierat Kritkodoby mierny stres spdsobeny Slaba
manipuldciou. Trvanie 1-2 minuty.
Kratkodoba fixacia Standardna metéda. Kratkodoby mierny stres | Bez moZnosti
a intraperitoneilna spdsobeny manipulaciou a obmedzenim zotavenia
injekcia anestetik pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekund.
Nasledne sa vykond perfuzia s roztokom PBS
alebo sa zviera humanne usmrti dekapitaciou.
Dekapitacia (1diové Ihned’ po odbere od matky 1-dilové mlad’ata Stredna
mlad’ata) budu usmrtené dekapitaciou pomocou noZnic.
Celkové hodnotenie krutosti $tidie Bez moznosti
zotavenia
a stredna
Zohladnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulacii so zvieratami sa budt dodrZiavat’ interné $tandardné pracovné postupy.
So zvieratami sa bude zaobchadzat’ huménne a nebude sa im vyvijat’ prebytoény stres. Zvierata su
chované v podmienkach vyhovujucich ich fyziologickym a socidlnym potrebam. Starostlivost o
zvierata zabezpetuju osoby, na ktoré si zvieratd zvykli. V zverinci NIU SAV je denne kontrolovany
a monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch zmien zdravotného stavu
veterindmy lekdr upovedomi vediceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit’ zviera z
experimentu a pristipit’ k huménnemu usmrteniu zvierat'a.

Redukcia: V navrhovanom experimente budeme vyuZivat' zvierata z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval po&et pokusnych zvierat. Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v ¢o najvyssej
moznej miere a zaroveii zabezpedujuci tatistickd relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie: Vzhladom na komplexnost dejov odohrdvajlicich sa v organizme, je potrebné
vytvorenie funkéného trojitého bunkového modelu, ktory bude pozostivat’ z primédrnych bunkovych
kultir a bude schopny vytvorit’ &o najpresne;jsi obraz situacie odohrédvajucej sa v mozgu.
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Pre hladanie alternativnej metoédy sme pouZili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu
metddu, ktord by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos
Zvieratd v danom experimente nebudl vystavené utrpeniu, vietky odbery tkaniv sa uskutodnia
v hlbokej anestézii. Zvieratd budi huménne usmrtené. Vysledky ziskané z planovaného

experimentu mdZu vyznamne napomdct’ pri vyvoji novych terapeutickych systémov pre transport
lie¢iv do mozgu.

Zactiatok pokusu je planovany na 10.2. 2019 a bude sa realizovat’ do 10.2. 2021.
; Zviera_ta’i‘ nebudu vystavené opétovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spitné postidenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).
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Ndzov projektu:
»Studia hodnotenia biologickej aktivity vzorky lieku Imunor (Transfer faktor)*

Podrobny opis ucelu projektu a vychodiskovd situdcia projektu:

Ugelom projektu je otestovanie biologickej aktivity kazdej novo vyrobenej Sarze pripravku Imunor,
ktory sa pouZiva na prevenciu a lie€bu porlich imunity. Inbredné mysi kmetiov Balb/c alebo C3H st
nevyhnutnym schvéalenym a overenym zdrojom imunitnych buniek. Na stasnom stupni vedeckého
poznania neexistuje alternativny validovany in vitro testovaci systém na bunkovych liniach, ktory by
nahradil pouZivany model. Meranie in vitro proliferatnej aktivity slezinovych lymfocytov mysi po

ovplyvneni Imunorom je Setrny spdsob zistovania biologickej aktivity lieku a vyrazne redukuje utrpenie
zvierat aj manipulaciu s nimi.

Specifické ciele projektu:

e Kvalitativny - Testovanim novo vyrobenych $arzi lieku Imunor prispiet’ k dobrej uginnosti a
vysokej kvalite vyrobeného lieku.

* Terapeuticky — liek pre Pudi so zniZenou imunitou. Lick Imunor je indikovany najmi pre lietbu
v pripadoch laboratérne dokézanej poruchy bunkovej imunity (zniZenie celkového podtu T-
lymfocytov, zniZzenie CD4+ T-pomocnych lymfocytov, zvySenie CD8+ T-supresorovych
lymfocytov), d’alej v klinickych pripadoch ochorent, o ktorych je zname, Ze st zvy&ajne spojené
s poruchou bunkovej imunity. Dalej je indikovany pri deficitoch humoralnej imunity s
laboratorne dokdzanym zniZenim hladiny imunoglobulinov a kolisavymi néalezmi porusenej
bunkovej imunity s klinickym obrazom recidivujucich infektov roznych lokalit.

* Ekonomicky — bez otestovania $arZe nie je mozné liek prepustit’ do distribucie.

Pocet a typ zvierat, ktoré sa v projekte poufiji:

PouZiju sa mladé dospelé negravidné samice inbredného kmefia mysi Balb/c alebo C3H. Na zagiatku
Stidie budu zvieratd vo veku 8-10 tyZzdiiov a hmotnosti 18-24 g.

Pocet zvierat v pokuse na celé poZadované obdobie (rok 2019 — 2023):

Pocet novo vyrobenych 3arzi lieku Imunor 50 Sarzi
Podet zvierat na otestovanie 1 $arZe — 6 zvierat, 3 opakovania 18 ks
Pocet zvierat celkom na otestovanie 50 vzoriek Imunoru 50x18 =900 ks

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Poziadavka nahradenia:
Slezina pokusnych zvierat bude sluzit' ako zdroj na izolaciu slezinovych lymfocytov, ktoré sa pouziji

pri realizacii testu Proliferanej aktivity lymfocytov. Neexistuje relevantnd nahrada pre izolaciu
potrebnych buniek (PoZiadavka nahradenia).

Priloha ¢. 2 Netechnické zhrnutie projektu 1



Pocet zvierat v jednom pokuse je uvedeny v §tandardnych pracovnych postupoch. Realizacia prebieha
v 3 nezavislych opakovaniach, pricom v kazdom opakovani sa pouZije 6 ks zvierat. Celkovo pouZijeme
18 ks zvierat, ¢o je minimalne mnoZstvo na to, aby sa nezniZila reprodukovatelnost’ a validita pokusu
(Poziadavka obmedzenia).

V pripade, Ze zadavatel’ poZiada sicasne o otestovanie 2 novych $arzi lieku Imunor, na pokus sa pouZzija
tie isté zvierata, ¢iZze ich mnoZstvo sa nenavysi (PoZiadavka obmedzenia).

Zvierata buda pred pokusom ustajnené v klietke spolu a bude im zabezpeéena $tandardna starostlivost’
(PoZiadavka zjemnenia).

Zvierata budu usmrtené dekapitaciou pri slabej Izofluranovej anestézii. Dekapitaciu pouZijeme z dévodu
nutnosti odkrvenia zvierata. Nie je mozné pouzit’ iny spdsob odkrvenia my$i. (PoZiadavka zjemnenia).

Opis vzniknutej ujmy na zvieratach (doplnenie netechnického zhrnutia projektu)

Pocas realizacie projektu budil na zvieratdch vykonavané postupy zaradené podla klasifikacie krutosti
postupov v sulade s Prilohou ¢. 4 k Nariadeniu vlady ¢. 377/2012 Z. z. nasledovne: Dekapitacia zvierat
v inhalaénej anestézie Izofluranom: slabé postupy
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Priloha é. 5
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Plicny surfaktant ako siast’ obrannych mechanizmov respiraéného
systému: vyuzitie troch modelov

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: ;?’Z 67'37 / = ) / 5

KFicové slova v projekte (max. 5 slov): plucny surfaktant, endotoxin, poskodenie plc,
reaktivita, hladky sval

Utel projektu: Zakladny vyskum

Informacie o ciel’och projektu:

Projekt je ¢leneny na niekolko ¢asti, ktorych spoloénym CIEOM je hlbsia analyza
stavov spojenych s inaktivaciou plicneho surfaktantu pri vniknuti endotoxinu do
organizmu cez respiralny systém alebo krvnou cestou a moZnost zmiernenia
respiratneého  zlyhdvania aplikdciou exogénneho surfaktantu v kombindcii s inou
farmakoterapiou. Daldim cielom je zistit’ vplyv endotoxinu na jednotlivé Struktiry
respiratného systému (alveoldrny epitel, endotel plucnych kapilar ahladky sval
dychacich ciest) azistit, aku ulohu v interakcii jednotlivych $truktur s endotoxinom
zohrava plicny surfaktant.

- overit’ hypotézu, Ze priaznivy efekt plicneho surfaktantu je moZné potencovat’ pridanim
latky, ktora inhibuje jednotlivé prozapalové a prooxida¢né signalne kaskady (n-acetyl
cystein; NAC) alebo antimikrobidlnymi peptidmi (cathelicidinom LL 37), ktoré
pravdepodobne priamo interferujii s endotoxinom. Predpokladame, e kombinovand
terapia bude mat’ vyraznej$i ucinok na zlepSenie plucnych funkcii a na zépalové
aoxidatné procesy sprevadzajice poSkodenie plic po endotoxine v porovnani s
monoterapiou surfaktantom, pri¢om budeme sledovat funkénti odozvu i molekuldrnu
podstatu G¢inku lie¢by. Ofakavanym vysledkom je, Ze lie¢ba exogénnym surfaktantom sa
ukaZe, ako priaznivd pri lie€eni respiraéného zlyhavania vyvolaného LPS a Ze surfaktant
bude méct’ byt” v budicnosti pouZity ako nosi¢ na transport antibiotik do respiraéného
systému.

- modelovat’ akitne poSkodenie plic intravaskularnym podanim endotoxinu a overit
hypotézu, ze poSkodenie endotelovych buniek plicnych kapilar endotoxinom mozno
pozitivne ovplyvnit' latkami s protizapalovym a protioxidaénym pdsobenim po ich i.v.
podani.

- modelovat’ v klinike €astti situaciu, kedy je potrebné ventilovat pacienta vysokymi
inspiraénymi frakciami kyslika. V tejto asti projektu na tzv. ,,double-hit“ modeli tJ.
modeli dvojitého poSkodenia plic a surfaktantu (endotoxinom a vysokou FiOy)
otestujeme vhodnu velkost’ davky NAC pri intravendznom spdsobe podania.

- d'alSim cielom v tejto Casti je zistit,, ako pdsobi endotoxin na hladky sval dychacich
ciest — ¢&i vedie k hypo- alebo hyperreaktivite. Hoci literdrne udaje sa v tomto ohlade
rozchadzaju, predpokladime skor, Ze LPS vyvolava hyperreaktivitu. O surfaktante je
zname, Ze ma relaxacny vplyv na hladky sval dychacich ciest a preto overime hypotézu,
Zze eventudlny hyperreaktivita bude zablokovana surfaktantom. Budi nds zaujimat’ aj
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mechanizmy, ktorymi surfaktant hladky sval relaxuje. Ciel tretej etapy overime in vitro
na pruzku hladkého svalu trachey morciat — zdravych, po inkubacii svalu s endotoxinom,
ako aj u zvierat, ktoré bude endotoxin aplikovany niekolkodilovym intraperitonealnym
podanim. V projekte planujeme pouZit model hyperreaktivity dychacich ciest podobny
bronchialnej astme, ktory navodime senzibilizaciou ovalbuminom u mor¢iat.

Predpokladany vlastny prinos projektu:

Projekt prinesie d’al§ie originalne poznatky tykajice sa jednej zklacovych tloh
surfaktantu v obrannych mechanizmoch pluc v situacidch bakteridlneho zépalu,
imitovaného podanim lipopolysacharidu (LPS). VuZ vytvorenom modeli akutneho
poskodenia plic udospelych jedincov intratrachedlnym podanim LPS sa otestuje
vhodnost’ kombinovanej terapie surfaktantu s protizpalovymi latkami (N-acetyl cystein)
a antimikroialnou latkou LL-37. Predpoklda sa pozitivum takejto lie¢by, avSak treba ho
dokazat’. Tto terapiu otestujeme aj na novozavedenom modeli imitujicom vstup LPS do
organizmu krvnou cestou. dokaz priaznivého efektu tejto lie€by bude doélezZitym
poznatkom, potencialne vyuZitelnym v klinickej praxi. Touto tematikou sme sa zaoberali
uz v minulosti, apozitivne vysledky nés in$pirovali pre pokradovanie a komplexné
skiimanie vzt'ahu surfaktant/lipopolysacharid, nakol’ko v projekte sa budu vyuZivat’ aj iné
metodiky (tkanivové kultury, surfaktometer, malouhlova a $irokouhlova RTG difrakcia).
Moznost’ zablokovat’ neziaduci vplyv LPS na hladky sval dychacich ciest sa potvrdi
v modeli na prazkoch hladkého svalu mor¢iat. Pre klinicku prax bude vyznamny dokaz,
Ze surfaktant moZno pomerne jednoducho obohatit’ antioxidaénymi a proteizapalovymi
latkami bez toho, aby tieto latky negativne ovplyvnili jeho Struktaru a fyziologické
vlastnosti. A teda Ze surfaktant méze posliZit’ ako nosi¢ antibiotik pre ich vpravenie do
respiratného systému pri diagnézach akttneho plucneho poskodenia vyvolaného
lipopolysacharidom. Takato lie¢ba eliminuje neZiaduce systémové uéinky d’alsich lie¢iv
a zvySuje ich dostupnost’ v mieste pdsobenia, teda v bronchoalveolarnom priestore.

Pocet a druh zvierat:
Potkan laboratérny (Rattus norvegicus, kmeti WISTAR), samce, 172 jedincov
Mor¢a doméce (Cavia aperea f. porcellus, kmeii TRIK), samce, 90 jedincov

Predpokladana ujma na zvieratach:

Manipulicia so zvieratami bude zabezpelena tak, aby boli uspokojené ich zikladné
fyziologické potreby vratane klimatickych podmienok a poskytnutia optimalneho
mnozstva vhodne]j potravy atekutin ad libitum. Do laboratoria budu zvieratd dodané
z centralneho zverinca vytahom uréenym na transport zvierat a budd umiestnené
v laboratoriu, kde im zabezpecime vhodné podmienky.

Potkany: Po aklimatizicii na podmienky prostredia $etrnym spdsobom a bez vyvolavania
zbytoCného stresu zvieratdm podame anestéziu (uretdn a chloraloza i.p.). V celkovej
anestézii budu nasledne vykonavané vsetky chirurgické zakroky — naoperovanie a
zavedenie trachedlnej kanyly a katétrov do a. a v. femoralis a v. jugularis ext. V celom
d’alsom priebehu postupu budi zvieratd v celkovej anestézii, hibka ktorej bude
udrziavana kontinualnym podavanim anestetika (uretan a chloral6za) i.v. pumpou a bude
priebeZzne monitorovana a kontrolovana. V pripade potreby bude davka anestetika
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zvySend. Pocas postupu budi zvieratd umiestnené na vyhrievanom operaénom stole, aby
nedosSlo k neprimeranému poklesu ich telesnej teploty. PriebeZne budi zvieratim
kontrolované vitalne funkcie (tlak krvi, frekvencia srdca). Po skonceni postupu zviera v
anestéze usmrtime humannym spdsobom, ktory vyladi fyzické a duSevné utrpenie
zvierata a to exsangvinaciou.

Morcata: Model ,bronchialnej astmy* navodime opakovanou senzibilizdciou mordiat
ovalbuminom. Kontrolnym nesenzibilizovanym skupindm v uvedenych &asovych
intervaloch podame sterilny fyziologicky roztok zodpovedajticich objemov. Po vytvoreni
modelu intraperitonedlne podame lie¢bu, a to denne 15.-21. defi, na 21. deti opakovana
expozicia OVA a nasledné usmrtenie zvierat podanim letdlnej davky anestetika i.p.
Senzibilizicia ovalbuminom, podanie lie¢by ako aj ukongenie postupu letalnou davkou
anestetika sa bude realizovat’ priamo v Casti zverinca vyhradenej na takéto zakroky.
Zvierata neopustia zndme priestory, ¢im budeme minimalizovat’ stres zvierat.

Predpokladana uroveii krutosti:
Potkany: Krutost' postupov v tejto etape projektu hodnotime ako ,,slabi*/“bez moznosti
zotavenia®, nakolko zviera vbdelom stave je podrobené len jednému rychlemu
intraperitonealnemu vpichu tenkej injekénej ihly pri podani anestetika, ostatné vykony
vratane eutanazie su realizované v celkovej anestéze zvierat’a.
Morcata: Model ,bronchidlnej astmy“: Krutost' postupov v tejto etape projektu
hodnotime ako ,strednu®, nakoPko pri vyvolavani modelu ,bronchidlnej astmy* su
zvieratd v bdelom stave podrobené opakovanému intraperitonedlnemu alebo
subkutdannemu  vpichu  resp. inhalaénému  podaniu  ovalbuminu, ako aj
intraperitonedlnemu podavaniu lietiv. Zaroveli je potrebné zohladnit zhorSeny stav
prezivajucich zvierat s modelom ,bronchidlnej astmy*. Vzhlfadom na druh ujmy
(vyvolanie respiratného ochorenia) je moZné predpokladat’, Ze zvieratd mozu reagovat
zmenou spravania (méZu byt izolované od skupiny, menej pohyblivé, nemat’ zaujem o
okolie), m6Zu mat’ niZ3{ prijem potravy a vody, mdze sa objavit zjeZenie srsti a pod. V
pripade zhorSenia zdravotného stavu morgiat s modelom bronchidlnej astmy (opakovana
senzibilizacia ovalbuminom), ktoré presahuje mieru o¢akdvaného zhorSenia stavu v
suvislosti s vyvolavanym ochorenim, veduci projektu na zéklade vysledného human end-
point skére a po konzultacii s veterinarnym lekarom rozhodne o huméannom ukoné&eni
postupu eutanaziou.
Klasifikdcia krutosti postupov: potkany - slaba/bez moZnosti zotavenia

morcata - strednd/bez moZnosti zotavenia

Klasifikacia krutosti postupov projektu celkov

AN Al] &

Preukazanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:
Nahradenie (Replacement): Postupy projektu nie je mozné vykonat bez pouzitia
zvierat. Potkan laborat6rny je v sti¢asnosti akceptovany ako relevantny model poskodenia
pliac vyvolaného LPS a morta doméce pre vytvorenie modelu bronchidlnej astmy a
Stidium na hladkom svale dychacich ciest je optimalnym rie$enim pre dosiahnutie
ciefov. Pri takto planovanom projekte nic je moZné pouzit niz$i Zivolisny druh.
Vzhladom na protokol postupov projektu si potkany a moréatd najvhodnejsimi
Zivo¢inymi druhmi v na$ich podmienkach.
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Obmedzenie (Reduction): Na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme 8
zvierat/potkanov v kaZdej ventilovane]j resp. lieGenej skupine a 7 zvierat/potkanov v
kontrolnej skupine, ¢o povaZujeme za najniz§i mozny pocet. V experimentoch na
morcatach pouZijeme 12 ks zvierat/morciat v skupine si.p. podanim LPS ain vitro
aplikovanym surfaktantom. Ocfakdvame vicSiu inter-individualnu variabilitu, nakolko
stupei zapalovej reakcie moZe varirovat. V skupinich s podanim len fyziologického
roztoku, resp. bez i.p. podania sa takéto rozdiely neofakéavajii. Preto predpokladame, Ze
pre ziskanie potrebného poctu vzoriek postadia mensie poéty zvierat/moréiat (n=8).
Takeéto pocty zvierat povazujeme za optimalne tak z hl'adiska reprodukovatelnosti, ako aj
ziskania objektivne hodnotitelnych vysledkov. Mensi pocet zvierat uZ nie je moZné
pouzit’ pre vyraznejSie inter-individudlne rozdiely aprip. spochybnenie objektivnosti
vysledkov. Navrhované postupy st zaroveii usporiadané tak, aby sa z kazdého zvierata
ziskalo maximalne mnoZstvo vzoriek a Udajov pre analyzy. Zvys$ok vzoriek bude
odloZzeny v hlboko-mraziacich boxoch, aby sa mohli vyuZit aj pri pripadnych
dodato¢nych analyzach bez potreby pouzitia d’al$ich zvierat.

Zjemnenie (Refinement):

Operacne vykony budii vykonavané v celkovej anestéze, pricom bezvedomie zvierata je
poas celého postupu zabezpefené kontinudlnym podévanim anestetika a stupei
bezvedomia je priebeZne kontrolovany. Po skonéeni postupu zviera usmrtime humannym
spdsobom a to exsangviniciou. Vietky vykony vratane podavania liedby a eutanazie st
realizované v celkovej anestéze zvierat'a.

Model ,,bronchiélnej astmy“ navodime senzibiliziciou moréiat ovalbuminom (OVA)
poCas 14 dni; 1. defi: OVA ip. (0,5 ml) + OVA s.c. (0,5 ml), 3. defi: OVA i.p. (1,0 ml),
inhalaénd senzibilizacia 1% OVA 14. defi. Kontrolnej nesenzibilizovanej skupine v
uvedenych ¢asovych intervaloch podame sterilny fyziologicky roztok zodpovedajicich
objemov. Senzibilizicia ovalbuminom sa bude realizovat priamo v priestoroch
Centralneho zverinca JLF UK v laboratoriu vyhradenom na takéto zakroky, zvieratd
neopustia zname priestory CZ, ¢im budeme minimalizovat’ stres zvierat. Pri vyvolavani
modelu ,bronchidlnej astmy* su zvieratd v bdelom stave podrobené opakovanému
intraperitonedlnemu alebo subkutannemu vpichu ovalbuminu resp. inhalaénému podaniu
OVA. Zaroveil je v suvislosti s vyvolavanim modelu ,bronchidlnej astmy“ potrebné
zohladnit’ aj mozné zhor$enie zdravotného stavu preZivajucich zvierat. Vzhladom na
druh wjmy (vyvolanie respiraéného ochorenia) je moZné predpokladat’, e zvieratd moZu
reagovat’ zmenou spravania (mdZu byt’ izolované od skupiny, menej pohyblivé, nemat
zaujem o okolie), méZu mat’ niZi prijem potravy a vody, méZe sa objavit’ zjeZenie srsti a
pod. Z tohto dovodu hodnotime krutost’ postupov v tejto etape projektu ako ,,stredni.
Stav zvierat urlenych pre chronické postupy (model ,bronchidlnej astmy“) bude
pravidelne monitorovany vedicim projektu alebo inou poverenou, odborne spdsobilou
osobou. Za ucelom obmedzenia, zabrinenia a zmiernenia akejkol'vek formy utrpenia
zvierata pouZijeme stupnicu hodnotenia welfare zvierata. V pripade zhorSenia
zdravotného stavu zvierata sa bude postupovat’ podla hodnoty celkového human end-
point skore.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schvalPovaniu: nie
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Priloha ¢ 5
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Plicny surfaktant ako modulator odpovede organizmu na expoziciu
endotoxinu: efekty a mechanizmy

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 4»1 qf/’/ 57 <2/ / Q?CL

Kradové slova v projekte (max. 5 slov): plicny surfaktant, lipopolysacharid,
poskodenie pl'uc, hladky sval, reaktivita

Utel projektu: Zakladny vyskum

Informacie o ciel’och projektu:

Projekt je Cleneny na niekolko &asti, ktorych spoloénym CIEEOM je hlbsia analyza
stavov spojenych s inaktiviciou plicneho surfaktantu pri vniknut{ endotoxinu do
organizmu cez respiralny systém alebo krvnou cestou a moZnost zmiernenia
respiraného  zlyhdvania aplikaciou exogénneho surfaktantu v kombinacii s inou
farmakoterapiou. Dal$im ciefom je zistit vplyv endotoxinu na jednotlivé Struktary
respiraéného systému (alveolarny epitel, endotel plicnych kapilar a hladky sval
dychacich ciest) a zistit', aka ulohu v interakcii jednotlivych $truktir s endotoxinom
zohréava pl'ucny surfaktant.

- overit’ hypotézu, Ze priaznivy efekt pl'icneho surfaktantu je mozné potencovat’ pridanim
latky, ktord inhibuje jednotlivé prozapalové a prooxidaéné signalne kaskady (n-acetyl
cystein; NAC) alebo antimikrobidlnymi peptidmi (cathelicidinom LL 37), ktoré
pravdepodobne priamo interferuju s endotoxinom. Predpokladame, ¥e kombinovana
terapia bude mat vyraznejsi ¢inok na zlepSenie plucnych funkcii a na zapalové
a oxidatné procesy sprevadzajuce poskodenie plic po endotoxine v porovnani s
monoterapiou surfaktantom, pri¢om budeme sledovat’ funk&nii odozvu i molekularnu
podstatu u¢inku liecby. O¢akavanym vysledkom je, Ze lie¢ba exogénnym surfaktantom sa
ukaze, ako priazniva pri lieCeni respiraéného zlyhavania vyvolaného LPS a e surfaktant
bude mbet’ byt v budiicnosti pouzity ako nosi¢ na transport antibiotik do respiraéného
systému.

- modelovat’ akiitne poSkodenie pl'uc intravaskularnym podanim endotoxinu a testovat’
vplyv jednotlivych druhov lietby, priom otestujeme hypotézu, Ze intratrachealne
podanie NAC dokéze intenzivnejsie potencovat vplyv exogénneho surfaktantu a zarove
ho ,,ochrénit™ pred inaktivaciou. Na druhej strane, priaznivy efekt mozno predpokladat’ aj
pri i.v. podani NAC. Preto d’alsim &iastkovym cielom tejto &asti bude dokazat hypotézu,
ze poskodenie endotelovych buniek plGcnych mikrokapilér endotoxinom mozno
priaznivo ovplyvnit' latkami s protizdpalovym a protioxidatnym pdésobenim po ich
intravaskularnom podani.

- modelovat’ v klinike astu situaciu, kedy je potrebné ventilovat pacienta vysokymi
inspiranymi frakciami kyslika. V tejto &asti projektu na tzv. ,double-hit“ modeli t.j.
modeli dvojitého poskodenia pluc asurfaktantu (endotoxinom a vysokou FiOy)

otestujeme vhodnii velkost’ ddvky NAC pri obidvch spdsoboch podania — intratrachealne
a intravendzne.
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- d’al$im cielom v tejto Casti je zistit, ako pdsobi endotoxin na hladky sval dychacich
ciest — &i vedie k hypo- alebo hyperreaktivite. Hoci literarne udaje sa v tomto ohlade
rozchadzaju, predpokladame skér, Ze LPS vyvolava hyperreaktivitu. O surfaktante je
zname, 7¢ ma relaxaény vplyv na hladky sval dychacich ciest a preto overime hypotézu,
Ze eventualny hyperreaktivita bude zablokovana surfaktantom. Budu nds zaujimat’ aj
mechanizmy, ktorymi surfaktant hladky sval relaxuje. Ciel tretej etapy overime in vitro
na prizku hladkého svalu trachey morciat — zdravych, po inkubécii svalu s endotoxinom,
ako aj u zvierat, ktorym budu endotoxin aplikovany niekol'’kodiiovym intraperitonedlnym
podanim.

Predpokladany vlastny prinos projektu:

Projekt prinesie d’al§ie origindlne poznatky tykajice sa jednej zklPucovych tloh
surfaktantu v obrannych mechanizmoch pluc v situacidch bakteridlneho zapalu,
imitovaného podanim lipopolysacharidu (LPS). V uz vytvorenom modeli akutneho
poskodenia plic u dospelych jedincov intratrachedlnym podanim LPS sa otestuje
vhodnost’ kombinovanej terapie surfaktantu s protizapalovymi latkami (N-acetyl cystein)
a antimikroialnou latkou LL-37. Predpoklada sa pozitivum takejto lie€by, avak treba ho
dokazat’. Tuto terapiu otestujeme aj na novozavedenom modeli imitujucom vstup LPS do
organizmu krvnou cestou. Dokaz priaznivého efektu tejto lieCby bude déleZitym
poznatkom, potencialne vyuZitelnym v klinickej praxi. Touto tematikou sme sa zaoberali
uz v minulosti, apozitivne vysledky nas in3pirovali pre pokratovanie akomplexné
skiimanie vzt'ahu surfaktant/lipopolysacharid, nakol’ko v projekte sa budu vyuzivat aj iné
metodiky (tkanivové kultary, surfaktometer, malouhlova a Sirokouhlova RTG difrakcia).
Moznost’ zablokovat’ neziaduci vplyv LPS na hladky sval dychacich ciest sa potvrdi
vmodeli na prizkoch hl.svalu mor¢iat. Pre klinicki prax bude vyznamny dékaz, Ze
surfaktant moZno pomerne jednoducho obohatit’ antioxidaénymi a protizapalovymi
latkami bez toho, aby tieto latky negativne ovplyvnili jeho Struktiru a fyziologické
vlastnosti. A teda Ze surfaktant moze posluzit’ ako nosi¢ antibiotik pre ich vpravenie do
respiratného systému pri diagndzach akltneho plicneho poskodenia vyvolaného
lipopolysacharidom. Takato lie¢ba eliminuje neZiaduce systémové G¢inky d’al$ich lie¢iv
a zvySuje ich dostupnost’ v mieste pdsobenia, teda v bronchoalveolarnom priestore.

Pocet a druh zvierat:
Potkan laboratorny (Rattus norvegicus, kmeit WISTAR), samce, 124 jedincov
Mor¢a domdce (Cavia aperea f. porcellus, kmeit TRIK), samce, 90 jedincov

Predpokladana ujma na zvieratich:

Manipulacia so zvieratami bude zabezpelend tak, aby boli uspokojené ich zékladné
fyziologické potreby vratane klimatickych podmienok a poskytnutia optimalneho
mnozstva vhodnej potravy a tekutin ad libitum. Do laboratéria buda zvieratd dodané z
centrdlneho zverinca vytahom urlenym na transport zvierat a bud(i umiestnené v
laboratériu, kde im zabezpe¢ime vhodné podmienky (pokoj, primerana teplota 20-24 °C,
vlhkost’ vzduchu 40-60 %).

Potkany: Po aklimatizicii na podmienky prostredia Setrnym spdsobom a bez vyvolavania
zbytoéného stresu zvieratdm podame anestéziu (uretdn a o-chloraldza i.p.). V celkovej
anestézii budl néasledne vykonavané vietky chirurgické zékroky — naoperovanie a
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zavedenie trachealnej kanyly a katétrov do a. a v. femoralis a v. jugularis ext. V celom
dalSom priebehu postupu budi zvierata v celkovej anestézii, hibka ktorej bude
udrziavanad kontinudlnym podavanim anestetika (uretdn a a-chloraléza) i.v. pumpou
a bude priebeZne monitorovana a kontrolovana. V pripade potreby bude davka anestetika
zvy$ena. Podas postupu budl zvieratd umiestnené na vyhrievanom operatnom stole, aby
nedoslo k neprimeranému poklesu ich telesnej teploty. Priebezne budu zvieratam
kontrolované vitdlne funkcie (tlak krvi, frekvencia srdca). Po ukonceni postupu sa
humannym spésobom-exsangvinaciou vykona usmrtenie zvierata.

Moréatd: Z hladiska posidenia moZného prinosu projektu je predpokladand ujma na
zvieratdch primerand, ked’Ze cely postup je vykonavany v celkovej anestézii zvierata.
Pred postupom bude zvieratam i.p. jedenkrat denne aplikovana latka pocas 4 dni a potom
tieto zvieratd ako aj kontrolné zvieratd budi usmrtené huménnym spdsobom
predavkovanim anestetikom v kombinacii Zoletilu v davke 1,25 mg/ml a Xylariemu
2,0mg/ ml. Zvierata neopustia zname priestory, ¢im budeme minimalizovat’ stres zvierat.

Predpokladana drovei krutosti:

Potkany: Krutost’ postupov v tejto etape projektu hodnotime ako .slabi*/“bez moznosti
zotavenia®, nakolko zviera v bdelom stave je podrobené len jednému rychlemu
intraperitonealnemu vpichu tenkej injekénej ihly pri podani anestetika, ostatné vykony
vratane eutanazie su realizované v celkovej anestéze zvierat'a.

Moréata: Krutost' postupov v tejto etape projektu hodnotime ako ,strednu®, nakolko
niektorym skupinam zvierat/morc¢atam bude aplikované pocas 4 dni intraperitoneélne pri
vedomi LPS Img/kg raz denne. Po privezeni z centrdlneho zverinca, pred zaciatkom
postupu, budi zvierata aklimatizované na podmienky laboratéria (min. 30 min pred
zaliatkom pokusu). Pod4 sa im anestetikum Zoletil (1,25 mg/kg) a Xylariem (2,0 mg/kg),
v désledku ¢oho v priebehu niekol'kych mintt stratia vedomie. Nasledne bude vykonana
punkcia srdca a exsangvinacia veduce k smrti.

Klasifikacia krutosti postupov: slaba/bez mozZnosti zotavenia — potkany
stredna/bez moznosti zotavenia — mor¢ata

Klasifikacia krutosti postupov projektu celkovo: ..stredna*.

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:

Nahradenie (Replacement): Postupy projektu nie je mozné vykonat bez pouzitia
zvierat. Potkan laboratorny je v sicasnosti akceptovany ako relevantny model poskodenia
pldc vyvolaného LPS. Pri takto planovanom projekte nie je mozné pouZit’ niZ$i Zivoéisny
druh. Vzhladom na protokol postupov projektu je potkan najvhodnej$im Zivocisnym
druhom v naSich podmienkach. Moréa sa vdaka svojmu imunologickému a
receptorovému  profilu blizi vlastnostiam ¢&loveka, preto je v z tohto pohladu
najvhodnej$im ZivociSnym druhom pre zvoleny typ experimentov. Metéda umozni
pripravit' viac preparatov z trachey, ¢im bude moZné pouZit' menej zvierat.Charakter
nasho projektu nedava moznost’ dosiahnut’ pozadovany, reprodukovatelny a validny
vysledok inou dostupnou metddou bez pouZitia zvierat. VSetky aktivity suvisiace
s postupmi budeme vykonédvat' v sdlade s platnymi zdkonmi a nariadeniami ako aj
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medzinarodne zavedenymi osvedéenymi metodami v starostlivosti o laboratorne zvierata,
aby sme zabezpe€ili humanne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami.

Obmedzenie (Reduction): Na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme 8
zvierat/potkanov v kazdej ventilovanej resp. lieGenej skupine a 7 zvierat/potkanov v
kontrolnej skupine, ¢o povazujeme za najniz§i mozny pocet.V experimentoch na
morcatach pouzijeme 10 ks zvierat/moréiat v skupine si.p. podanim LPS ain vitro
aplikovanym surfaktantom. Oc¢akdvame vic§iu inter-individudlnu variabilitu, nakolko
stupeil zapalovej reakcie moéze varirovat. V skupinach s podanim len fyziologického
roztoku, resp. bez i.p. podania sa takéto rozdiely neocakavaju. Preto predpokladame, Ze
pre ziskanie potrebného poctu vzoriek postadia menSie polty zvierat/morliat (n=6).
Takéto poCty zvierat povaZujeme za optimalne tak z hl'adiska reprodukovatelnosti, ako aj
ziskania objektivne hodnotitelnych vysledkov. Men$i podet zvierat uZ nie je mozné
pouZit' pre vyraznejSie inter-individudine rozdiely a prip. spochybnenie objektivnosti
vysledkov. Navrhované postupy su zaroveii usporiadané tak, aby sa z kazdého zvierat'a
ziskalo maximalne mnoZstvo vzoriek a udajov pre analyzy. ZvySok vzoriek bude
odloZeny v hlboko-mraziacich boxoch, aby sa mohli vyuzit' aj pri pripadnych
dodato¢nych analyzach bez potreby pouzitia d’al$ich zvierat.

Zjemnenie (Refinement): Operatné vykony u potkanov budi vykonavané v celkovej
anestézii (uretan 600 mg/kg + a-chloraléza 60 mg/kg i.p.). PoCas dalSieho priebehu
postupu budu zvieratd v celkovej anestézii, ktora bude udrziavand kontinudlnym i.v.
podanim a-chloralézy (4 mg/kg/hod) + uretanu (80 mg/kg/hod) injekénym davkovadom.
Po operacii bude zvieratdm venovana $tandardné pooperaéna starostlivost’.

Vzhladom na druh ujmy u mor¢iat (4 ditové i.p. podanie LPS 1mg/kg hmot. raz denne) je
moZzné predpokladat’, Ze morcata moZu reagovat’ zmenou spravania (modZu byt izolované
od skupiny, menej pohyblivé, nemat’ zaujem o okolie), mdZzu mat’ niZsi prijem potravy a
vody, mdZe sa objavit' zjeZenie srsti a pod. Zdravotny stav zvierat bude pravidelne
monitorovany veducim projektu alebo inou poverenou, odborne spdsobilou osobou. Pre
ucel hodnotenia welfare zvierat'a pouzijeme stupnicu hodnotenia vzhl'adu, prijmu potravy
a vody, klinickych priznakov, prirodzeného a provokovaného spravania. V pripade
zhorSenia zdravotného stavu zvierata, ktoré presahuje mieru ogakdvaného zhor3enia
stavu v shvislosti s vyvolavanym ochorenim, podas realizacie postupu veduci projektu na
zéklade vysledného human end-point skére a po konzulticii s veterinarnym lekarom
rozhodne o humannom ukonc¢eni postupu podanim letdlnej davky anestetika. Usmrtenie
zvierata bude realizované exsangvinaciou po navodeni celkovej anestézie i.p. podanim
letalnej davky anestetika v kombinacii Zoletil (1,25 mg/kg) a Xylariem (2,0 mg/kg).

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schval’ovaniu: nie
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Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

Nové pristupy k liecbe kachexie, zapalu a oxidaéného stresu v experimentalnej artritide:
Uginok réznych rastlinnych extraktov z olivovych listov, Rhodiola rosea,
Tribulus terrestris a extra panenského olivového oleja

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4 ",(3(_’// ,/ )

Klacové slova v projekte : !
artritida, kachexia, metotrexat, listy olivovnika, Rhodiola rosea, Tribulus terrestris

Uéel projektu:

Reumatoidna kachexia vedie k svalovej slabosti a strate funkénej kapacity a predpokiada
sa, ze urychluje morbiditu a mortalitu pri reumatoidnej artritide (RA).

Adjuvantna artritida (AA) je model RA, ktory zahffia kachexiu a tieZ vedie k zmenam

v zloZeni tela podobnych tym, ktoré maju pacienti s RA.

Nas projekt bude skamat vztah medzi zakladnymi artritickymi ukazovatelmi, zapalom,
oxidadnym stresom, lipidovym profilom, horménami hladu a sytosti.

Na tento uéel pouzivame AA indukovan u potkanov Lewis. Na zniZenie kachexie, zapalu
a oxidaéného stresu sa pouZiju tri rézne rastlinné extrakty z olivovych listov, Rhodiola rose, T
ribulus terrestris a panensky olivovy olej v monoterapii a v kombinacii s metotrexatom.
Tieto rastlinné extrakty a panensky olivovy olej maju viaceré biologické ucinky
(protizapalové, antioxidatné, adaptogénne, anabolické atd.) a méZu byt prospesné

ako doplnkova lie¢ba k Standardnym antireumatikdm pri znizovani artritickej kachexie.

Ciele projektu a realnost’ ich dosiahnutia:

Viybrané rastlinné extrakty z olivovych listov, Rhodiola rosea a Tribulus terrestris a extra
panensky olivovy olej maji mnohoraké biologické Ucinky, ku ktorym patria aj protizapalove,
antioxidaéné, adaptogénne a anabolicke.

Ich schopnost ovplyvnit zapalovt kachexiu je v8ak stale malo preskimana.

V projekte budeme $tudovat ich efektivitu v znizeni markerov zapalu, oxidaéného stresu

a kachexie v monoterapiach a vybrané najuginnejsie extrakty resp. olivovy olej

v kombinacii s metotrexatom.

Najuginnejsia kombinacia by mohla byt pouzivana ako dopinkova liecba k standardnej anti-
reumatickej terapii RA pacientov s kachexiou.

Prinos z vykonaného projektu:

Vysledky nasich experimentov s extraktom z listov olivovnika a extra panenského olivového
oleja mdzu poméct a urychlit vyskumny projekt nasich kolegov z vyskumného indtitutu
potravin v Turecku, ktori vyvijaji novy vyZivovy doplnok.

Tento novy produkt, ktory je kombinaciou olivového oleja a extraktu z listov olivovnika by
mal mat’ vy$8iu zdraviu prospes$nu aktivitu ako samotny olivovy olej.

Na zéklade dosiahnutych vysledkov je mozné zaviest do klinickej praxe lie¢ebné postupy
v priebehu 2 rokov od zverejnenia. U rastlinnych extraktov sa neocakavaju toxicke prejavy a



neziaduce Uginky na Zivé organizmy. St dostupné a pouZivane v potravinarstve ako vyzivove
dopInky a $tandardizovany extrakt z Rhodiola rosea je schvalena komisiou Rastlinnych

medicinskych produktov Eurépskej agentury pre lieky (EMA). Jedna sa o prvotné originalne
vysledky.

Najuginnejsia rastlinné extrakty (v8etky uz pouzivane ako vyZivové doplinky) sa
predpokladaiju na vyuZitie v doplnkovej lietbe pacientov s reumatoidnou artritidou lie€enych
metotrexatom, prip. dalsimi antireumatikami.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

V postupe sa pouZije 270 laboratérnych potkanov kmena Lewis, samcov 5-6 tyZdiiovych
o hmotnosti 120-150 g.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Minimalny stres zvierata utrpia pocas aplikacie latok peroralne sondou a pri podani samotnej
anestézy intramuskularne. Zvieratd méZzu pocitovat mierny diskomfort pri ¢iastocne;j fixacii pri
aplikacii testovanych latok sondou per os a pri podani anestetika. Tieto zakroky nemaju na
zvierata Ziadne nepriaznivé trvalé Gcinky.

Pouzité zvierata budli na konci experimentu usmrtené v anestéze a biologicky material —
krv, tkaniva a organy budu pouZité na stanovenie parametrov opisujucich oxida¢ne a
zapalové procesy.

Predpokladana Groven krutosti: Postupy pouZivané v nasich experimentoch sa podfa
klasifikacie v prilohe &.4 nariadenia viady ¢. 377/2012 Z. z. hodnotia ako stredna krutost

Na indukciu adjuvantnej artritidy sa pouziji mykobaktéria v nekompletnom Freundovom
adjuvanse. Potkany budu v krat$ej anestezii (pouZije sa nizia davka oproti celkovej anesteézii
- zoletil 25mg/kg + xylazin 16 mg/kg Zivej hmotnosti), zavadzanie dermalnej ihly do
medzikoZia si vyZzaduje jemné a presné nasmerovanie, ktoré nie je mozné dosiahnut pri
bdelom stave. Navy$e sa obmedzi pocitfovanie bolesti z aplikacie kompletného Freudovho
adjuvansu.

Zvierata utrpia ujmu od 14. do 21. dia experimentu, kedy sa klinicky prvotne prejavia uginky
vyvolavajuceho agensu (CFA). Dochadza k opuchom kibovych &truktur prednych a zadnych
kong&atin. Zaroveh sa znizuje telesna hmotnost a pohyblivost potkanov. V nasledujicom
obdobi od 21. do 28. dita $tudie zvierata odpuchaju a akutny stav prechadza do chronického,
kde sa destruuju kibové Struktary. Telesna hmotnost sa mierne zvysuje.

Na zmiernenie bolesti od 14. dia §tudie pouzijeme u vSetkych skupin s adjuvantnou
artritidou analgetikum vo forme Tramal v davke 5 mg/kg.

Zvierata budu ustajnené v skupinach po 5 potkanov, nie je nutné ich individualne ustajnenie,
nakolko ani pri vyvolanom ochoreni zvierata nie su agresivne.

Uplatiiovanie zasad 3R:

1.Nahradenie zvierat:

Na dosiahnutie vyty&enych cielov je nutny experiment ,in vivo®, alternativne metddy na
rie§enie tohto komplexného problému nie st vhodnée.




2. Redukcia poctu zvierat:

Projekt je planovany s minimainym poctom experimentalnych zvierat 10 v skupine tak, aby
nebol ohrozeny ciel projektu a bola zabezpetena reprodukovatelnost i validita postupu na
sledovanie imunologickych, oxidaénych a zapalovych procesov ako aj ich Statistické
vyhodnotenie. V pripade thynu potkanov je potrebné zabezpetit minimalne 7 zvierat pre
Statistické vyhodnotenie vysledkov. Zvierata bud(i samé&ieho pohlavia, rovnakého veku, resp.
hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnét a tym Statisticky
nesignifikantnym vysledkom.

3. Zjemnenie:

Po presune zchovného zariadenia budu potkany v aklimatizacii po dobu 7 dni
v predpisanych klietkach za stanoveného svetelného, tepelného akimneho rezimu. Po
aplikacii mykobaktéria sa ustajnia individualne. Aplikacie mykobaktéria a latok budu
vykonavané skisenym odbornym pracovnikom s dlhoro¢nou praxou. So zvieratami sa bude
zaobchadzat Setrne a prostredie klietky sa obohati predmetmi na hru a ohryzovanie.
V pripade nahleho zhorsenia zdravotného stavu jedincov budd humanne usmrtené.
Ogetrovatelia budtl kontrolovat zvieratd 2-krat denne. O humannom usmrteni bude
rozhodovat veterinarny lekar na zaklade informacii od zodpovednych oséb za projekt.
Eutanazia sa vykona bezbolestne v hibokej celkovej anestézii predavkovanim.

Pouzivanie humanneho ukonéenia postupu:

Zvierata sa v postupe usmrtia pred&asne, ak vykazujl priznaky ochorenia uvedenée v human
endpoints.

Pri sledovanom ukazovateli s ohodnotenim 0,1 sa vy¢isli prejav, ktory sa bud nevyskytuje
(0), resp. vyskytuje (1). Body oznacené 0,1,2,3 st ohodnotené nasledovne: 0 — bez zmien, 1
— velmi mierne zmeny, 2 — mierne zmeny, 3 — zavazné zmeny. Zo sumarizacie vetkych
hodndt sa vypoéita vysledné percento, ktoré pri prevyseni 50 % sluzi ako podklad pre navrh
veterinarnemu lekarovi na eutanaziu.

Tabulka human endpoints

| Vypogitany
prikiad
potkan na
usmrtenie

- Neaktivny, menej aktivny 3 2

« Ataxicky 1 1

» Sucha srst bez lesku 3 0

« Kalné ogi 3 0

« Vycivena tvar 1 0

« Ogi prizmurené 3 2

» Vytok z ogi / nosa 3 2

e




« Nedistiaci sa
« Skriabanie sa

« Abnormalne dychanie (dychy /
min)

« Typ dychania (rychle, plytke,
namahavé, normaine)

+ Vykaly méakkeé / tvrdé
« Nezeruci

+ Nepijuci

« Zhrbené drzanie tela

+ Naplnené brucho stravou

» Agresivny

« Bez dulosti/strehu

» Podrazdené odi/ nos

« Zdrahavy sa pohybovat

» Dehydrovany / iny odtief farby
pokozky

« Vokalizacia
« Telesna hmotnost
*% zmeny hmotnosti od zadiatku

*% zmeny hmotnosti z
predchadzajaceho dia

+ Teplota tela

Spolu:

\/ percentach:

1
1

» Neprirodzena chédza na $pickach 1

1
3
3

53
100

-_—

o O o o

27
50,94339623
t.j. nad 50%

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvafovaniu:
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