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Nazov projektu:
Neurobiologicky vyskum nadorovych chordb: skiimanie obojsmernych interakcii medzi nervovym
systémom a nidorom

KPacové slova:
mamdrny karciném, melaném, neurobiolégia nadorov

Ukel projektu:
zékladny vyskum

Ciel’ projektu:

Ciefom predloZeného projektu je ziskat' d’alsie poznatky o Glohe nervového systému v etiopatogenéze
nadorovych choréb, ato vyuZitim animalnych modelov dvoch nadorov s vysokou incidenciou u Pudi,
mamarneho karcinému amelanému. Chceme sledovat’ vplyv naruSenia signalizicie medzi nervovym
systémom a tkanivom nadoru na progresiu nadorovej choroby.

Pre dosiahnutie stanoveného ciel’a planujeme:

1) zistit', ako zmena v denzite inervacie tkaniva nadoru (aplikaciou vybranych latok, konkrétne nervovy
rastovy faktor (NGF), protilatka proti NGF aretrogradny znalkova¢ TrueBlue priamo do tkaniva
nadoru)ovplyvni progresiu mamérneho karcinému(objem nadorového tkaniva, imunologické parametre,
vybrané parametre v mozgu);

2) zistit, ako ovplyvni systémové podavanie p-blokatora(propranololu) rast mamérneho karcinému
a melanému, a kedy je optimédlne zaat’ s jeho aplikaciou,aby bol efekt &o najvyrazneji. Zaroveii $tudovat
mozZny preventivny u¢inok podévania propranololu na incidenciu a progresiu experimentalneho melanému.

Prinos projektu:

PodrobnejSie poznanie ulohy nervového systému pri nddorovom raste méze vytvorit podklad pre
zavedenie takych terapeutickych modalit do onkolégie, ktoré zlepsia kvalitu Zivota onkologickych pacientov
a predlZia ich preZivanie. PredloZeny projekt je koncipovany tak, aby ziskané vysledky mali &o najvacsiu
vypovedni hodnotu a boli vyuzitel'né v klinickej praxi.

Pocet a druh pouZitych zvierat:
* laboratérne potkany, samice kmetia Sprague-Dawley v poéte 178jedincov
* mysi, samce kmefia C57Black/6J v podte 172 jedincov.

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

Vzhladom nato, Ze laboratérnym potkanom sa bude podavat’ chemicky karcinogén MNU indukujuci
vznik mamdrneho karcinému a laboratornym mysSiam sa budt subkutanne injikovat’ melanémové B16-F10
nadorové bunky, ktoré vyvolaji rast experimentalneho melanému, budu zvierata vystavené nepriaznivému
ucinku vyvijajuceho sa nadoru, o bude mat’ za nasledok isty diskomfort a nepohodlie. Aviak, z nasich
predoslych skdsenosti, ako aj z prac inych autorov vyuZivajucich dané nadorové modely(Overwijk a Restifo,



2001; Ya a spol., 2015, Macejova a Brtko, 2001) vieme, Ze tieto typy nadorov nevyvoldvaju tvorbu metastaz
a pokial' sa nenechajiprerst do velkych rozmerov (teda nezaénu byt nekrotické, ulcerovat a krvacat)
nespdsobuji zvieratdm komplikdcie. Vzniknuté nadory je mozné u zvierat palpaéne detegovat’ cca na 80 -
100 defi zivota zvierata pri maméarnom karcinéme a cca na 5 — 10 defl pri melanéme a do velkosti 1
cm’narastie mamarny karciném v priebehu cca 30-50 dni a melaném v priebehu 14 aZ 21 dni. V tomto &ase
nezvykne nador spOsobovat’ zvieratdm vi¢si diskomfort. Preto je vhodné usmrtit’ zvierata pred tymto stavom.
V predkladanom projekte planujeme zvieratd huméanne usmrcovat’ do 180 dita Zivota zvierat pri maméarnom
karcindme a do 30. — 40. diia po podani nadorovych buniekpri experimentalnom melanéme.

Dalsie mozné nasledky mozu byt' pritomné u zvierat, ktoré podstipia chirurgicky zakrok, ato podanie
vybranych latok do tkaniva nadoru, ktoré tiez mozu ovplyvnit ich zdravotny stav. Hoci budi tieto zékroky
u zvierat vykonané v anestézii, predpokladdme ich kratkodoby nepriaznivy vplyv na zdravotny stav zvierat
(predovietkym poopera¢né bolest). V pooperaénom obdobi podla potreby poddme analgetikum
Carprofen 5 mg/kg/den intraperitonedlne. Vsetkym predvidatelnym zdravotnym komplikécidm
sa budeme snazit’ zabranit,, pripadne ich zmiernit’.

Predpokladana droveri krutosti:

MANIPULACIA SO ZVIERATAMI MIERA KRUTOSTI
vaZenie zvierat slaba
oznaCovanie zvierat (tetovanie vonkajsej usnice mysi, oznadenie ]
potkanov vyuZitim permanentnych popisovagov na chvoste) slabd
vyholenie zvierat pred inokulaciou nadorovych buniek pouzitim )
elektrického holiaceho strojéeka slabd
podavanie latok (s.c. inokulé4cia nddorovych buniek, ,i.p. podavanie ,
anestézie) slabd
zistovanie pritomnosti nddorov pohmatom v oblasti podania
nadorovych buniek, resp. MNU a meranie jeho velkosti posuvnym slaba
meradlom
individudlne ustajnenie zvierat so zachovanim vzajomného ]
vizualneho kontaktu. slaba
opakované i.p. podavanie MNU, fyziologického roztoku a ,

stredna
propranololu
rast mamarneho karcindmu alebo melandmu stredna
aplikécia vybranych latok priamo do tkaniva mamarneho karcinému stredna
CELKOVA KLASIFIKACIA STREDNA

Silad s poziadavkami ,,3R
1. Nahradenie zvierat

Ulohu nervového systému v procesoch stvisiacich so vznikom a progresiou nadorov je mozné §tudovat’
len na animalnom modeli s dostatoéne vyvinutym nervovym systémom. Preto nie je mozné navrhovany
experiment realizovat’ na systematicky nizom druhu Zivogichov a ani za vyuZitia poSitadovej simuldcie. Je
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nevyhnutné vyuZit' laboratrne potkany, samice kmeia Sprague-Dawley a mysi, samce kmeiia C57Black/6J,
ked’ze predstavujii idealny model pre chemickii indukciu mamarneho karcinému a indukciu melanémov
subkuténnou aplikaciou B16-F10 melanémovych nadorovych buniek.

2. Redukceia poétu zvierat

Na zaklade naich skisenosti z predchadzajiicich experimentov vieme, e incidencia experimentalneho
mamarneho karcinému indukovaného u samic potkanov kmetia Sprague-Dowley a melanému indukovaného
s.c. aplikdciou B16-F10 melanémovych buniek u samcov laboratérnych mysi kmetia C57Black/6J je velmi
vysoka (viac ako 80%). Ked’ze rovnaky protokol budeme vyuzivat' na indukciu nadorov aj v predkladanych
postupoch, poCet experimentilnych zvierat bude redukovany na minimum nevyhnutné z hladiska
Statistickych analyz pre ziskanie vedecky hodnovernych a validnych vysledkov. Aviak, pre ziskanie
biologického materidlu vhodného pre imunohistochemické spracovanie a spracovanie biochemickymi
metédami ako si PCR, western blot a ELISA, bude potrebné navygenie poctu zvierat, ked’Ze zvieratd buda
musiet’ byt’ na konci experimentov usmrtené dvomi réznymi sposobmi, konkrétne dekapitdciou bez pouzitia
anestézie a podanim anestetika (pentobarbital, 50 mg/kg hmotnosti zvierata, i.p.) s naslednou
transkardialnouperfiziou. Skupina Absolitna kontrola (zvieratd bez akéhokol'vek zasahu) je do experimentu
zahrnuté pre potreby uréenia vychodiskovych (bazélnych) hodnét pri stanovovani parametrov v krvi, resp.
plazme a tkanivach, ako aj pre poznanie vyvoja normalnych hodn6t hmotnosti zvierat a prijmu potravy a
vody.

Polty zvierat s indukovanym mamarnym karcinémom, ktorym buda priamo do tkaniva nadoru podané
vybrané latky, si navySené. Je to z dovodu invazivneho postupu, ktory bude u nich vykonany. To bude
vyZadovat’ rezervu v podte zvierat, ked’ze podanie nemusi byt u v8etkych zvierat 100% tspesné.

3. Zjemnenie

Zvierata budu drzané v klietkach v skupinach za prisunu peletovanej stravy a vody ad libitum, &o im
umozni plne realizovat’ prirodzené formy spravania, vratane socidlneho. U zvierat bude po aplikacii
chemického karcinogénu alebo po aplikcii nadorovych buniek denne sledovany ich zdravotny stav a
pohmatom v oblasti prsnej zl'azy (u potkanov) a v mieste podania nadorovych buniek (u mysi) sa buda
vySetrovat' na pritomnost’ nadoru. V priebehu experimentov sa bude pravidelne zaznamendvat’ aj telesna
hmotnost’ zvierat, mnoZstvo prijatej potravy a vody.

Pri mamérnom karcinéme indukovanom u potkanov podanim MNU sa tento vyvija zvy&ajne na 30-50 deti
po aplikdcii chemickej litky. V dase SO dni po detekcii nezvykne nador spdsobovat zvieratdm va&si
diskomfort. Avsak, pokial’ sa neché prerast’ do velkych rozmerov, nddor zagne byt’ nekroticky, ulcerovat a
krvécat. Preto je vhodné usmrtit’ zvierata pred tymto stavom. V predkladanom projekte planujeme zvierata
humanne usmrcovat’ do 180. diia po podani karcinogénu. Ak sa stane, ¢ nador bude ulcerovat’skor,jeho
priemer vyrazne zvidsi (nad 7em®) alebo akymkolvek inym spésobom ovplyvni normélne sprévanie zvierat,
nasledne na zaklade dosiahnutého skére uréeného podla Eiselného ohodnotenia ukazovatel'ov stanovenych v
tabulke s humane end points(priloha &.3) pristipime ku humannemu ukondeniu postupov podanim letélnej
davky anestetika (pentobarbital, 100 mg/kg hmotnosti zvierata).

Pri melanémoch sa tieto budu kazdy druhy defi merat posuvnym meradlom a okrem velkosti nadoru
budeme monitorovat’ aj jeho stav. Z nasich predoslych skusenosti, ako aj z prac inych autorov vyuZzivajicich
dany nadorovy model (Overwijk a Restifo, 2001; Ya a spol., 2015) vieme, Ze tento typ nadorov po s.c.
aplikacii nadorovych buniek je mozné palpagne detegovat’ cca na 5 — 10 defi a do velkosti 1 x 1 x 1 cm nador
narastie v priebehu 14 az 21 dni. V tomto &ase nezvykne nédor sposobovat’ zvieratdm vi&si diskomfort.



Podobne ako v pripade mamarneho karcinému, ked’ sa nech4 prerast’ do velkych rozmerov, nador zagne byt
nekroticky, ulcerovat’ a krvéacat’. Preto je vhodné usmrtit' zvierati pred tymto stavom. V predkladanom
projekte planujeme zvieratd humanne usmrcovat’ do 30. - 40. diia po podani nadorovych buniek. Ak sa stane,
ze nador bude ulcerovat’ skor, jeho priemer vyrazne zvidsi (nad 1 cm?),alebo akymkolvek inym spdsobom
ovplyvni normalne sprdvanie zvierat, nasledne na zaklade dosiahnutého skére uréeného podla &iselného
ohodnotenia ukazovatelov stanovenych v tabulke s humane end points (priloha &.3) pritipime ku
huméannemu ukonceniu postupov podanim letdlnej davky anestetika (pentobarbital, 100 mg/kg hmotnosti
zvierata).

Pocas chirurgickych zasahov (aplikacia latok do tkaniva nidoru) budi zvierata v celkovej anestézii, &im sa
minimalizuje ich utrpenie na najmengiu mozn(i mieru. Zdravotny stav zvierat bude denne monitorovany. Po
operaCnych zasahoch budii zvierata ponechané na vyhrievacich podlozkach do doznenia u&inkov anestézie.
Nasledne budu prelozené do chovnych klietok, kde budt pravidelne monitorované. V pooperanom obdobi
podla potreby podame analgetikum Carprofen 5 mg/kg/deti intraperitonedlne. Poddvanie B-blokatora sa
uskutoéni bez anestézie, nakolko ide o minimalne invazivny zakrok, ktory aj ked’ bude opakovany, pri
aplikécii skiisenym pracovnikom vyvolava minimélny diskomfort u zvierat.

Vsetky postupy budi uskuto¢iiované tak, aby zvieratd o najmenej stradali. Na projekte sa budu podielat’
len skaseni pracovnici vy$koleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Spiitné postuidenie projektu:
nie



Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

Obnovenie expresie kaveolinu-1 ako moZna forma terapie monokrotalinom indukovanej plicnej
hypertenzie

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:

1115/15-221, prediZenie lehoty 3997/16-221

Ugel projektu: zékladny vyskum

Ciel projektu

Ciefom pokusu bolo zistit mozny terapeuticky efekt obnovy expresie CAV-1 pomocou

Specifickych lieciv a porovnat ho so $tandardnou terapiou, ktorej Gi¢inok na expresiu kaveolinu-1 nie
je znamy v experimentalnom modeli plticnej artériovej hypertenzie. Zarovef sa sledoval vztah medzi
poskodenou funkciou PK a expresiou CAV-1 v tkanive pravej komory.

Prinos z vykonaného projektu:

Napriek velke] pozornosti zdravotnickeho systému a neustalemu vyvoju a dostupnosti novych liekov je
liecba kardiovaskularnych ochoreni oblastou, kde je nadalej potrebné hladanie novych cielov
farmakologického zdsahu, aby bolo mo?né implementovat do farmakoterapie G€innejsie
a bezpecnejsie lieciva. Tato vyzva je este naliehavejsie v pripade zriedkavych kardiovaskularnych
ochoreni, ako je aj plicna artériova hypertenzia (PAH), ktoré st ¢asto mimo vyskumnych stratégii
sikromného sektora, kedZe névratnost vynaloZenych financii na vyskum je velmi otdzna. V tomto
projekte sme identifikovali kaveolin-1 (CAV-1) ako potencidlneho kandidata na buddce terapeutické
ciele, kedZe, ako je zname zpatomechanizmov inych ochoreni, tato signdlna kaskada ma silné
regeneracné ucinky.

Prinosom projektu bolo ziskanie poznatkov ovztahu medzi expresiou CAV-1 arozvojom PAH
u monokrotalinom indukovanej pltcnej hypertenzie. Projekt bol realizovany v sdlade s navrhnutym
a schvdlenym pldnom. Vyvoj hmotnosti zvierat sa signifikantne neli§il medzi monokrotalinovou
skupinou (MCT) a Ziadnou zo skupin s aplikovanou terapiou. Ziadna z terapif vyznamne neovplyvnila
preZivanie potkanov.

V biometrickych parametroch sme zaznamenali signifikantné zvy$enie hmotnosti srdca a pravej
komory v skupinach MCT, M+ROS (rosiglitazdn) a M+SIL (sildenafil) v porovnani s kontrolnou skupinou.
Genistein (GEN) zmiernil ndrast absolttnej hmotnosti pravej komory, aviak relativna pravokomorova



hmotnost bola signifikantne zvy$end. Hmotnost favej komory ostala zachovana vo vietkych skupindch.
Absolitna hmotnost plic bola zvy$end v skupine M+GEN a M+SIL, kym relativna hmotnost bola
zvySend v skupine MCT, M+GEN a M+SIL. Absoldtna hmotnost obli¢iek bola signifikantne zvy$end v
skupinach MCT, M+ROS, M+GEN a M+SIL v porovnani s kontrolnou, avéak relativna hmotnost obligiek
nepreukdzala Ziadne zmeny.

Aplikovana terapia zachovala saturdaciu kyslikom iba v skupindch M+P10, M+GEN a M+SIL porovnatelne
s kontrolnou skupinou. O, saturacia bola zéroved signifikantne zvy3end vo vsetkych terapeutickych
skupindch oproti monokrotalinovym potkanom. Dychové frekvencia preukazala iba trend nérastu vo
v3etkych lie¢enych skupindch, kym u MCT zvierat bola signifikantne zvy$ena oproti kontroldam.

Ziadna z pouzitych terapii nemala vplyv na proteinovu expresiu kaveolinu-1. Avéak GEN a ROS dokazali
udrzat hladinu pTyr14CAV-1 na porovnatelnej Grovni ako v CON skupine v $tddiu rozvinutej plicnej
hypertenzie.

Uginnost terapie genisteinom bola preukazana na zmierneni narastu hmotnosti pravej komory,
poklesu saturécie kyslikom a narastu dychovej frekvencie oproti monokrotalinovej skupine. Genistein
dalej zvy3il proteinovt expresiu fosforylovanej izoformy kaveolinu-1 (pTyr14CAvV-1).

Rosiglitazonova terapia zabrénila narastu hmotnosti pltic po aplikdcii monokrotalinu a taktie zmiernila
pokles saturdcie kyslikom a zvy$enie dychovej frekvencie v porovnani s MCT skupinou. Rosiglitazén
zarovei zvysil proteinovu expresiu pTyrl4CAV-1.

Z pouitych terapii sme najvyraznejdie vysledky zaznamenali po aplikacii tiazolidindiénu (ROS)
a izoflavonu (GEN). Terapia tymito latkami vyrazne zvysila hladinu fosforylovanej izoformy kaveolinu-
1, ktorad je prave aktivna. Zachovanie fosforylacie CAV-1 tak mohlo viest k inhibicii nadmernej aktivacie
eNOS a zabraneniu tvorby oxidacného stresu a poskodenia prave;j komory, €i plc a tento benefit bol
pozorovany na klinickej irovni v monokrotalinovom modeli v $tadiu u? rozvinutej plicnej hypertenzie.

Druhy poutzitych zvierat a ich poéty : Potkany, samce rodu Wistar 300 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouiité zvierats v ramci vykonavania projektu:

Vykonali sme experimenty, v ktorych sme hodnotili vplyv monokrotalinom-indukovanej PAH na
funkciu pravej komory, t.j. sme vykonali experimenti in vivo, teda na celom zvierati. V experimente
vykonali intraperitonealnu aplikaciu anestetika (Avertin). Zvieratd mohli priintraperitonealnej aplikacii
anestetika pocitovat kratkodobl bolest, ale nepozorovali sme neprimerané znamky narugenia ich
pohody, ani celkového stavu zvierat. Samotné experimenty zamerané na zistenie funkcie srdca boli
vykonané v hlbokej celkovej anestézii, po ktorej zvieratd nenadobudli vedomie a boli po meraniach
humanne utratené. Potvrdilo sa vyrazné poskodenie funkcie srdca, v zmysle zlyhania pravej komory
a jeho prejavov ako dychavi¢nost, zniZenie telesnej hmotnosti a dmrtnosti. PouZity experimentdliny
model rozvijal zlyhanie pravej komory postupne v priebehu 4 ty#driov. V pripade nahleho zhorienia
zdravotného stavu boli zvieratd huménne utratené. Z tohto dévodu boli zvieratd denne sledované
a pokial' zacali prejavovat klinické symptémy poskodenia srdca (dychaviénost, znizenie telesnej



hmotnosti) boli okamZite uvedené do anestézie a boli pouZité v experimente (bez ohfadu na dobu
trvania experimentu) a utratené tak, aby bolo ich pripadné utrpenie ¢o najviac eliminované.

Predpokladana tiroveri krutosti:

kruta

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie:

Nakofko ilo o experimenty, v ktorych sa hodnotil vplyv PAH na rozvijajtice sa zlyhanie srdca,
nebolo moZzné pokus vykonat bez pouZitia zvierat a pouzif alternativnu metédu. Potitadové simulécie
nie st v tomto pripade vhodnym alternativnym spésobom, podobne ako kulttry buniek, na ktorych je
nemozZné relevantne posGdit funkciu srdca ako celku s fiou stvisiace patomechanizmy a molekuldrne
pozadie.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bol pouZity minimdlny polet experimentélnych zvierat potrebny pre &tatistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Pocet zvierat zahfial predpokladand mortalitu po
podavani monokrotalinu, ktora podfa literattry predstavuje 25-30 percent, ako aj pripadn(
perioperacni mortalitu, spojenu s invazivnym zakrokom.

3. Zjemnenie:

Vysledky jednotlivych ¢asti Studie boli priebezne (a niektoré molekuldrno-biologické experimenty
este budu) vyhodnocované. v pripade zistenia nevhodnych neo&akavanych udalosti sme boli
pripraveny experiment ukoncit a nasledne predloZit novy projekt. Nezaznamenali sme viak ¥adne
nevhodné neoCakdvané udalosti v priebehu realizacie postupov. Hemodynamické merania boli
realizované u zvierat v celkovej anestéze, vietky zvierata boli humanne utratené oxidom uhlig¢itym.

Projekt podliehal opdtovnému schvalovaniu: 4dno  nie

V Bratislave 21.9.2017



Netechnické zhrnutie projektu Q W/ //@— 22 // 3

Nazov projektu: Indukcia BMPR-II kaskady ako mozna forma terapie monokrotalinom indukovanej
pltcnej hypertenzie

KPuadové slova: plicna hypertenzia, potkan, monokrotalin

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:
Utel projektu: zakladny vyskum

Ciel’ projektu
Ciel'om projektu je zistit’ vplyv tiloronu a porovnat’ ho s troma odlinymi pristupmi $tandardnej terapie
(sildenafil, macitentan, treprostinil) na expresiu komponentov BMPR-II kaskady a na zakladné

ukazovatele PAH (funké&nost’ pravej komory, gravimetrické parametre srdca a plic), vratane plicnej
fibrozy.

Prinos z vykonaného projektu:
Plicna artériova hypertenzia je nevyliegitené ochorenie s nizkou kvalitou Zivota a skorou mortalitou.
Sucasna lieCba neriedi pri¢inu ochorenia. Nové farmakoterapeutické postupy zamerané na BMPR-II

kaskadu by mohli predstavovat’ novy ciel’ ovplyvnenia ochorenia a mohli by prispiet’ k zlepSeniu kvality
Zivota a prezivania pacientov.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty : Potkany, samce rodu Wistar, n=555

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

V experimentoch sa bude hodnotit’ vplyv monokrotalinom-indukovanej PAH na funkciu pravej komory
a plicnu cirkuldciu, preto je potrebné vykonat’ experiment in vivo, teda na celom zvierati. Planuje sa
intraperitonealna aplikacia anestetika (Avertin). Zvierata mézu pri intraperitonedlnej aplik4cii anestetika
pocitovat’ kratkodobli bolest’, ktora nebude vyznamne narasaf pohodu, ani celkovy stav zvierat.
Samotné experimenty zamerané na zistenie funkcie srdca bud vykonavané v hlbokej celkovej anestézii,
po ktorej zvieratd nenadobudnii vedomie a budii humanne utratené. Celkovo sa odakiva vyrazné
poskodenie funkcie srdca, v zmysle zlyhania pravej komory a jeho prejavov ako dychaviénost,, zniZenie
telesnej hmotnosti a imrtnost’ na Girovni 30-50%. PouZity experimentalny model rozvija zlyhanie pravej
komory postupne v priebehu 4 tyzdiiov. V pripade nahleho zhor$enia zdravotného stavu budua zvierata
humanne utratené. Z tohto dévodu budu zvierata denne sledované a pokial’ zaént prejavovat’ klinické
symptémy poSkodenia srdca (dychaviénost’, zniZenie telesnej hmotnosti), budi okamzite uvedené do

anestézie (bez ohl'adu na dobu trvania experimentu) a utratené tak, aby bolo ich pripadné utrpenie ¢o
najviac eliminované.

Predpokladana aroveri krutosti:

vaZzenie zvierat, kontrola zdravotného stavu — slaba

p.o. gavazovanie sildenafilu, macitentanu — stredna

s.c. aplikdcia monokrotalinu, treprostinilu — stredna

i.p. aplikicia anestetika avertinu, tiloronu — stredné

dusnost’ a zniZenie fyzickej vykonnosti po dlhodobom pdsobeni monokrotalinu — stredna
pripadné mortalita 4 tyzdne po monokrotaline — kruta



Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie

Nakol’ko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit’ vplyv monokrotalinu (a plicnej hypertenzie)
na organovy systém (maly krvny obeh) na rdznych urovniach (histologické zmeny, molekularno-
biologické parametre, EKG, bazalnu a beta adrenergicky stimulovanu funkciu pravej komory in situ),
nie je mozné pokus vykonat’ bez pouZitia zvierat. Pogitatové simulacie nie st v tomto pripade vhodnym
alternativnym spdsobom, podobne ako in vitro pokusy, ked’Zze na bunkovych kultirach nie je mozné
relevantne posudit’ funkciu kardiomyocytov, najmi v ramci pravej komory ako celku. Rovnako
nemozno hodnotit komplexné deje, akymi je rozvoj placnej hypertenzie, so sprievodnymi
etiopatologickymi a kompenzaénymi funkénymi a molekularnymi zmenami vo viacerych organoch
st€asne, a pod vplyvom farmakoterapie.

2. Obmedzenie

V experimentoch bude pouzity minimalny podet experimentilnych zvierat potrebny pre $tatistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Podet n=24 v skupinach MCT zahfiia moZnii mortalitu
po podavani monokrotalinu, ktord podra literatary predstavuje 30-50 percent.

3. Zjemnenie

Hemodynamické merania budi vykonavané v celkovej anestézii, zvierata budi humanne utratené
oxidom uhli¢itym. Cielom nie je $tadium mortality, ale je nutné navodit’ poskodenie pravej komory a
plicnej cirkulcie, ktoré sa budu analyzovat. Preto sa najmi v poslednom tyzdni oakava dunost,
zniZenie fyzickej vykonnosti, ktoré mdZe zviera obmedzovat’. Preto budi postupy humanne ukondené
pred planovanym skon¢enim v pripade, ak budi zvierata vykazovat akiitne zhorenie stavu — zanedban4
srst, apatia, miznutie socidlnych foriem spravania, neschopnost’ prijimat’ potravu, nahly ubytok
hmotnosti o 15%-20% pocas 24 hodin (zvierata budi vazené kazdy deit), ziZenie o&nic, zavreté ogi.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: dno  nie
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Netechnické zhrnutie projektu podl’a §35 ods. 2 pism. b) a §40 nariadenia vlidy SR &.
377/2012

Nazov projektu: Ovplyvnenie symptomov experimentilne vyvolanej alergickej astmy a
remodelicie dychacich ciest modulitormi aktivity iénovych kanalov.

KPacové slova: bronchidlna astma, iénové kanaly, remodelacia, hyperreaktivita, kaSel’

Opodstatnenost’, ciel’ a predpokladany prinos projektu: Celosvetové §tatistiky uvadzaju,
Ze bronchialnou astmou trpi viac ako 30 miliénov I'udi, ich po&et narastd rovnako ako aj pocet
pacientov, ktori nereagujii na lietbu dostupni v stdasnosti. Ide o chronické zépalové
ochorenie, v ktorom hraju délezitd ulohu bunky imunitného systému a dychacich ciest. Ich
Cinnost’ riadia rdzne typy iénovych kanalov aje realny predpoklad, e latky schopné
ovplyvnit ich aktivitu mdZu predstavovat’ alternativu su¢asnej lie¢by.

Ciel'om projektu je identifikovat’ modulator/moduldtory aktivity iénovych kanélov, ktory by
bol schopny selektivne ovplyvnit’ priebeh alergického zépalu a tym aj reaktivitu obrannych
mechanizmov DC a naslednt remodelaciu. Takéto lie&ivo by mohlo znamenat vyrazny posun
v terapii astmy, pretoZe by svojim potencialom predstihlo stii¢asné dostupné antiastmatikd.

Pouzitie zvierat v postupoch:
Navrhované postupy projektu poditajii s pouZitim outbrednych mordiat kmeti DH/TRIK
s hmotnostou 200-350 g v celkovom poéte 312 jedincov.

VSetky aktivity suvisiace s postupmi budeme vykonéavat v sulade s platnymi zakonmi a
nariadeniami ako aj medzindrodne zavedenymi osvedenymi metédami v starostlivosti o
laboratorne zvieratd, aby sme zabezpelili humanne a zodpovedné zaobchadzanie so
zvieratami. Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizacii projektu pouzivame dlhodobo
a vel'mi sa osved¢ili v ramci rieSenia predchddzajucich vedecko-vyskumnych tdloh. Vysledky
ziskané tymito metédami boli publikované mnoZstvom prac a prezentované na mnohych
odbornych férach nielen doma, ale aj v zahrani¢i. Z hladiska dodrZiavania zasad prace so
zvieratami neboli vo¢i nim vznesené Ziadne namietky, &i uZ na odbornych férach v ramci
diskusii alebo v oponentskych posudkoch publikovanych &lankov. Postupy su pripravené tak,
aby sa maximalne vylugil strach, zbytona bolest’ a utrpenie zvierat a aby boli zvierata vyuzité
humanne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov prispievajucich k ucelne;j
farmakoterapii. Riegitelia preto povazuju navrhované metédy za vhodné aj pre realizaciu
predkladaného projektu.

Pri realizécii postupov budeme dodrziavat’ v§eobecné zasady 3R: nahradenie, zniZenie a
zjemnenie (Replace, Reduce a Refine).

Replacement- pre postupy v projekte boli vybraté moréatd, ktorych vyber vychédzal z naSich
dlhoro¢nych skusenosti. Vzhladom na receptorové zastupenie v DC patria mordata
k najvhodnejejim zvieratim, pouZivanym v experimentdlnom modeli alergickej astmy.
Charakter postupov nedava moZnost' dosiahnut’ poZadovany, reprodukovatelny a validny
vysledok inou dostupnou metédou bez pouZitia zvierat.

Reduction- Navrhovany podet zvierat pouZity v postupe (celkovo 312) bude potrebny na
ziskanie signifikantnych vysledkov po Statistickom hodnoteni a akceptovani vedeckou
komunitou (1 skupina = vzdy maximaélne 8 zvierat). Tento podet bol vyrazne zredukovany
o potrebné kontrolné skupiny, z dévodu doplnenia vysledkov realizovanych na moréatiach
zinych postupov. V jednotlivych experimentalnych skupinich pouZijeme maximdilne 8



zvierat. Tento podet je eSte akceptovatelny pre $tatisticku validaciu a reprodukovatelnost’
vysledkov. Po¢as rieSenia projektu pouZijeme na sledovanie zmien reaktivity dychacich ciest,
na sledovanie kinetiky cilii respira¢ného epitelu, zapalovej reakcie a antiremodela¢ného
Ucinku metédu in vitro, ktoré ndm umoZnia d’alsiu vyraznt redukciu poctu pouZitych zvierat.

Refinement - Postupy sa budu vykondvat’ lege artis na neanestézovanych moréatach. Cielom
senzitizacie je vyvolanie podobnych klinickych priznakov, ktorymi sa prejavuje astma u Pudi
— tj. ide o stavy kratkodobej dusnosti. MoZné zavazné zhoenie dychania bude rie§ené
pouzitim tzv. zichrannych inhalaénych bronchodilatancii, ktoré maji okamzity ucinok
a podobnym spdsobom sa pouZivaju v klinickej praxi. Pri prejavoch bolestivosti vyjadrenych
human endpoint score 10 aviac (maximalne viak 14) podame analgetika. U mordiat ako
spoloCenskych zvierat bude zabezpetené skupinové usporiadanie v klietkach, zachované
pdvodné rozdelenie do skupin a povolené budi tkrytové hra¢ky ako obohacujuci parameter.

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

Vyvolanie chronického alergického zapalu dychacich ciest a remodelaénych zmien vyZaduje
opakované podavanie alergénu intraperitonealnou a subkutinnou injekciou a opakovanym
vdychovanim tejto latky. Je preto mozné, Ze zvierata buduy pocas podavania injekcii pocitovat
kratkodobu bolest’, pripadne prechodny diskomfort anepohodlie. Pocit diskomfortu
a kratkodobého nepohodlia je moZné aj pri inhalaénom podani alergénu. Tento alergén
vyvolava u zvierat priznaky podobné I'udske; bronchiélnej astme s epizoédami kratkodobej
dychavi¢nosti. S vynimkou kontrolnych senzitizovanych zvierat bez $pecifickej medikécie
bude vsetkym ostatnym senzitizovanym skupindm podévané liegivo, ktoré sa v klinickej praxi
bezne pouZiva na prevenciu tychto zéchvatov (pozitivne kontrolné skupiny zvierat) alebo
lie¢ivo, ktorého mechanizmus tginku sa spaja s ovplyvnenim aktivity sledovanych i6novych
kandlov. Pocetné literdrne zdroje viak naznaduju, Ze uvedené ,.experimentalne lie¢iva by
mali viest' k podobnému u¢inku ako beZne pouzivané antiastmatikd, t.j. potladeniu vzniku
prechodnej dychaviénosti. Na zaklade uvedeného tieto postupy astav zvierat z hladiska
krutosti oznatujeme ako miernu a¥ strednu, resp. strednu krutost’. Kratkodobé vystavenie
zvierat G¢inku latok vyvoldvajiicich bronchokonstrikciu a kagel ties pre zvieratd predstavuje
isty diskomfort a nepohodlie a preto postupy z hladiska krutosti hodnotime ako mierne az.
Stredne kruté. Ked’Ze projekt je naplanovany tak, Ze takmer u vSetkych skupin zvierat buda
vykonané viaceré manipul4cie charakterizované miernou-strednou, resp. miernou a strednou
krutostou, celkovo hodnotime stupeii krutosti postupov vykondvanych na zvieratich ako
stredne kruty.

Predpokladana tiroven krutosti:

[ Charakteristika postupu Uroven krutosti
VéZenie zvierat mierna
Jednorazova alebo opakovana p.o./inhalagna aplikacia
lieciv mierna

Opakovand s.c., i.p. a inhala¢na aplikacia ovalbuminu
mierna - stredna

Vyvolanie stavu podobného l'udskej astme
opakovanym podanim ovalbuminu stredna

Usmrtenie dislokaciou krénych stavcov v anestézii mierna
bez moznosti zotavenia




Umiestnenie zvierat'a do bodypletyzmografu mierna
Inhalécia tusigénnych, resp. bronchokonstrikénych

latok v bodypletyzmografe mierna
Vyvolanie kratkodobej bronchokonstrikcie

histaminom a metacholinom stredna
Vyvolanie kratkodobej epizddy kasl'a miernej az

strednej intenzity mierna
Predpokladana celkova uroven krutosti STREDNA

Human endpoint: nastane v pripade zhor§eného zdravotného stavu zvierafa, ktory sa bude
hodnotit’ $pecifickym dotaznikom vtedy, ak po&et bodov v tiom naratanych bude 15 a viac.
Postup bude ukon€eny huménnou eutanaziou s stlade s platnou legislativou a pod dohl'adom

veterinarneho lekara.

Projekt nevyZaduje spiitné posidenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 7.z.).




Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Uginok blokovania inhibi¢nych molekul na interneuronalne prepojenia a prerastanie
axdnov po cervikalnom a torakalnom poskodeni miechy

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 448 ,M "’2?4/‘3

Klicové slova v projekte (max 5 slov): kompresia miechy, chronickd poskodenie, gliova jazva,
Chondroitindza ABC, prerastanie axénov.

Uéel projektu™: Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regula¢né metody s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z.z.)

Ochrana Zivotného prostredia vzaujme zdravia alebo welfare fudi alebo
zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich daldieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu: (napr. nie su este vysledky ztakéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania
z hladiska vedy, z klinického hfadiska)

Specificky ciel 1:

Sucasné neuroanatomické a neurofyziologické Stidie naznaduju, 7e pre-frenické interneurény mézu
prispievat k moduldcii aktivity frenickych motoneurénov (PhMN) v mieche v norme a po jej
poskodeni omnoho viac, ako sa pévodne predpokladalo. Zd3 sa, Ze tieto bunky st su¢astou
neurdlneho substratu, ktory moduluje nastup a stupen véasnej a dlhodobej obnovy PhMN. Z toho
dévodu ciefom tejto $tudie je identifikovat cervikalne pre-frenické interneurdny, ktoré su funkéne
spojené s neurédnmi respiracného jadra (rVRG) v predizenej mieche a opakovanou subpidlnou
aplikaciou v chronickom $tédiu poskodenia (aplikaciou Chondroitindzy ABC nad miesto lézie) potlagit
tvorbu gliovej jazvy a posilnit PAMN respiradnu sief.

Specificky ciel 2:

Ciefom experimentov zahrnutych v druhej ¢asti projektu je potlacit tvorbu gliovej jazvy po Th9
kompresii (opakovanou subpidlnou aplikéciou Chondroitinazy ABC v chronickom $tadiu poskodenia) a
podporit rast a plasticitu neurénov na posilnenie a upevnenie funk&ne vyznamnych neurénovych
spojeni, ktoré podporia regenerdciu axénov a zlepsia funkény stav po traume miechy. Subpidlna
aplikacia Chondroitinazy ABC, ktora umoZiiuje rozsiahlu penetréciu v parenchyme miechy, a ktora
nevyZaduje priamy prienik ihly do miechového tkaniva (Tadokoro et al., J Vis Exp. 2017 Jul 13;(125).
doi: 10.3791/55770), mdze byt vyuzita v predklinickych $tudiach.

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

Traumatické poskodenie miechy predstavuje zévazny klinicky problém, spojeny s celoZivotnym
hendikepom. Z experimentalnych §tudii vyplyva, 7e sekundarne procesy, medzi ktoré patri lokainy
edém, ischémia, ionovd nerovnovéha (ako zvy$end hladina vndtrobunkového vdpnika a sodika),
uvolnenie toxickych a zépalovych Iatok do okolia poskodeného tkaniva, vedd k degenerdcii prvotnym
inzultom len {iastocne poskodenych neurdnov a ich vybezkov, ktoré sa nachddzajd v blizkosti miesta
poskodenia. Pocas poslednych dvoch desatroéi sa podarilo dosiahnut vyrazny pokrok v pochopeni
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molekularnych a bunkovych procesov vyvolanych poskodenim a detaiinejsie porozumiet klGéovym
mechanizmom, ktoré prispievaju k poSkodeniu tkaniva a zlyhaniu regenerdcie ¢iastoéne poskodenych
neurdnov. Jednym z hlavnych cielov SCi vyskumu je obnova traumou prerusenych neurénovych
spojeni. U pacientov s nedplnym poskodenim sa méZe reinervdcia na kratke vzdialenosti realizovat
vetvenim axénov a tvorbou novych synaptickych kontaktov s neuréonmi. Je zname, Ze interneurény sa
moéZu podielat pri sprostredkovani zlepsenia behavioralneho spravania vybudovanim novych
intraspindlnych prepojeni. Avsak, neurainy substrat, ktory tvori podklad pre spontannu alebo
terapeuticky zosilnenu funkénu regeneraciu po poraneni miechy zostdva malo objasneny. Z tohto
dévodu je potrebné hlbsie preskiumat synaptické okruhy spojené s procesmi obnovy, a tiez odkryft,
ako méze prepojenie v ramci réznych intraspinalne funkénych domén modulovat neuroplasticitu po
poraneni miechy.

Po poraneni miechy dochadza v mieste lézie k akumulacii Specializovanych gliovych buniek, ktoré
maju za normélnych okolnosti pre neurdny podpornt funkciu. Tieto bunky sa podielajd na tvorbe tzv.
gliovej jazvy, ktord je hlavnou prekazku pre regeneraciu miechy. Reaktivne gliové bunky vytvaraju
fyzikdlnu a biochemickt bariéru pre opdtovny rast a prerastanie axénov. Molekuly, ktoré su
zodpovedné za inhibiciu axonalneho rastu sa koncentrujd predovietkym v mieste Iézie. Chondroitin
sulfat proteoglykany (CSPGs), ktoré su asociované s extracelularnou matrix a astrocytmi je mozné
blokovat pomocou Chondroitindzy ABC. Uinky (parenchymalnej a intratekdlnej aplikacie)
Chondroitinazy ABC do miesta poranenia sa experimentalne $tuduji velmi intenzivne. Studie
ukazuju, Ze Chondroitindza ABC, ktora je aplikovand priamo do parenchymu predstavuje znaéné
riziko daldieho poskodenia miechy. Intratekdlna aplikdcia umoini prienik Chondroitindzy ABC do
intratekdlneho priestoru, ale nie priamo na miechu, t.j. aZ pod pia mater, ktora tesne prilieha

k mieche brani prieniku liec¢iva priamo k mieche. Velkou limitaciou Chondroitindzy ABC tie? je, Ze
tento enzym je termolabilny a do 7-ich hodin po aplikacii do tkaniva miechy je neaktivny. Doposial
uskutoCnené aplikécie sice umozZnia obmedzeny rast axénov, ale nedokazu zabezpedit G¢innd
regeneraciu axénov. Z toho dévodu je spdsob aplikdcie Chondroitindzy ABC mimoriadne déleZity.
Subpidlna aplikacia, ktord bude pouzitd v naom experimente umozni rozsiahlu penetraciu
Chondroitinazy ABC priamo pod pia mater. Predpokladdme, Ze bolusové davka, ktora sa aplikuje
opakovane nad miesto lézie (C5 segment) umoini rozsiahlu penetraciu enzymu az k frenickym
motoneurdnom v krénej mieche a tiez v respiraénych jadrach (rVRG a DRG) predizenej miechy a
pozitivne ovplyvni bulbospindlne prepojenie interneurénov s respiraénymi bunkami frenického jadra.
Toto zistenie mdze zohrat vyznamnt Glohu pri rie$eni problémov spojenych s poruchami, ktoré sa
objavuju po traumatickych léziach krénej miechy. Tiez o¢akdvame, Ze subpidlna aplikacia
Chondroitinkinazy ABC po Th9 kompresii podpori regeneraciu axénov, ovplyvni funkéne vyznamné
neurénové prepojenia (komisurdine, propriospinadlne) a umozni funkénu obnovu. Poznatky, ziskané
v ramci projektu méZu vyznamnym spdsobom prispiet k objasneniu mechanizmov, ktoré sa uplatiuji
v interneurdnovej komunikacii a regenerdcii axénov po traumatickych léziach miechy.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné potty:

Pre porovnanie poskodenia nervového tkaniva po C5 aTh9 kompresii by bolo urite vhodnejsie
pouZit rovnaké pohlavie experimentdlnych zvierat, ktoré by umo?Znilo dosiahnut jednoznaéne
reprodukovatelné vysledky. V nasich experimentoch ide predovietkym o G¢inok subpidlnej aplikicie
Chondroitindzy ABC, ktory sa moéZe reprodukovat oddelene po C5 aTh9 kompresii. Nakolko
v experimentoch sTh9 kompresiou je nevyhnutné pouZit samice (lepie zna$aja  problémy
s vyprazdiiovanim mocového mechura), v ostatnych experimentoch, ktoré nespdsobuju tieto
problémy uprednostfiujeme samce. V experimentoch je pldnované poufit dospelé potkany
laboratérne (Rattus norvegicus), Wistar, v pocte 120 jedincov (samce-48; samice-72) na celt dobu
riedenia. Samce budu pouZité v experimentoch, v ktorych bude zvieratdm navodend jednostrannda C5
kompresia. Na experimentalne navodenti Th9 kompresiu budu pouzité samice.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poutité zvierata v rdmci vykonavania projektu:
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V experimente sa pouZiju dva kompresné modely poranenia miechy (jednostranna C5 kompresia
a Th9 kompresia). Jednostranna kompresia C5 segmentu miechy silou 40 g/1 min spdsobi na strane
lézie spasticitu prednej konlatiny a ¢&astoénl paraplégiu zadnej konlatiny so zachovanymi
miechovymi reflexmi. Kompresia bude uskuto¢nend z dorzalnej strany miechy. Tlak na miechu bude
krdtky (1 min) a vyvold jednostranné po$kodenie, ktoré sa rozsiri v krénej mieche kranio-kaudalne.
V priebehu 4-5 dni ddjde k dplnej funkénej obnove zadnej konéatiny. Jednostranna C5 kompresia
prostrednictvom tiaZe zdvazia neposkodi dura mater. Zvieratd, ktoré si po chirurgickom zékroku
dokaZu prijimat potravu pomocou zdravej prednej konéatiny a dokazu sa premiestiiovat. Kompresia
na drovni Th9 segmentu silou 40 g/15 min spdsobi trvall paraplégiu zadnych konéatin s ¢iastoéne
zachovanymi miechovymi reflexmi. Kompresia bude uskuto¢nend z dorzalnej strany miechy, ale tlak
na miechu vyvold poskodenie, ktoré sa rozsiri aj do okolia. Tym sa porusia zakladné motorické
reflexy, ktoré zabezpetuju stélu adaptaciu dizky svalu na pohyb, dalej polysynaptické reflexy, ktoré
ukonCuju kontrakcie vyvolané napinacim reflexom a exteroceptivne reflexy, ktoré vznikaju drazdenim
receptorov uloZenych predovietkym v koZi. Tieto reflexy budd po traumatickom pogkodeni miechy
zachované iba CiastoCne. Zvieratd, ktoré su po chirurgickom zakroku sa dokdiu premiestiiovat
pomocou prednych koncatin, zadné koncatiny vykazuju neurologické skére = 0. V priebehu dvoch
tyzdfiov dochddza u zvierat k spontdtnej obnove funkcie zadnych kondatin (zvieratd dosahuju
neurologické skére = 7 aZ 8). Neurologicky stav experimentélnych zvierat sa po¢as dal$ieho preZivania
nezlepSuje. Dosledkom traumatického poskodenia miechy na urovni Th9 je okrem paraplégie
zadnych koncatin aj docasnd strata funkcie (Ciasto¢nd, alebo Uplnd) vyprazdiiovania mocového
mechura, preto sa zvieratu mocovy mechur vyprazdiuje mechanicky palpaéne prvé dni po Th9
kompresii 3-4 krat denne a v dalom obdobi min. 2x denne, po dobu obnovenia funkcie (priblizne 2
tyZdne), vykondva a posudzuje operatér.

Zvierata byvaju po zakrokoch (C5 a Th9 kompresia) apatické. Prvé 2-3 dni po zakroku dostava kaidé
zviera fyziologicky roztok (1-2ml; s.c.), aby sa prediilo dehydratacii, ked%e zviera mé3e mat problém
so zdvihanim hlavy ku napdjadlu. Takisto ma dostupnud potravu priamo v klietke. Ak by jedince po
operacii neprijimali krmivo, bude im podéavany fyziologicky roztok s glukézou (i.p.) dovtedy, kym
budd schopné tejto ¢innosti samostatne. Ukonéenie podavania fyziologického roztoku/fyziologického
roztoku s glukdézou uruje operatér na zaklade pohybovych schopnosti zvierata. Za Uéelom znizenia
bolesti a zépalovej reakcie sa experimentainym zvieratdm tesne po kompresii miechy, ked' je zviera
este pod vplyvom anestézie, podaju analgetikd (Novasul, Richterpharma, 2ml/kg , i.m.) a antibiotika
(Amoksiklav, 30mg/kg, i.m.). Analgetikd a antibiotikd sa $tandardne podavaju raz denne po dobu 3
dni po zékroku. Ak napriek intenzivnej pooperacnej starostlivosti bude zviera okrem symptomov
ktoré su typické pre pooperacny stav po C5 a Th9 kompresii (vid. vy$sie) vykazovat apatiu, nechut
k jedlu, nebude ¢ulé abude javit zndmky bolesti a celkovej nepohody, bude k nemu privolany

zmluvny veterinarny lekdr. Po dohode operatéra sveterindrnym lekdrom bude zviera humanne
usmrtené.

Predpokladana droven krutosti:
Priradenie krutosti k jednotlivym postupom:

Postup | Predpokladané- Skutoéna krutost
I krutost

Dorzélna Iaminekt‘émia ) strednﬁ o _ stredﬁé

Kompresia miechy (C5; Th9) ! krutd ) krutd |

Subpidlna aplikacia | _ _ stredna st;edné




Docasné individudlne umiestnenie zvierat po | slaba slabd
kompresii miechy (C5; Th9) (1 tyZderi) a tie? po |
subpialnej aplikacii Chondroitinazy ABC (1 tyZden)
- | . —_—
Monitorovacie obdobie " slaba slabd
b - —
Odber biologického materialu slabd | slaba

Preukazanie stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia - uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(zdovodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre¢o sa nemdze poufit alternativna metdda
bez poutitia zvierat)

Existujuce alternativne metdody nemdzu poskytnut komplexnu odpoved, pretoze sa jednd o findlne
testovanie fyziologickych a patofyziologickych uGcinkov. Pocet zvierat pouZitych v kontrolnej
a experimentdlnej skupine je obmedzeny na moiné minimum. Zvieratd budu pocas chirurgickych
zakrokov uspaté Isofluranom. Odber na biochemické analyzy sa vykona v hibokej chloralhydritovej
anestéze, na histochemické analyzy vyluéne po eutandzii zvierata; odoberie sa predifend miecha
a segmenty cervikalnej a torakalnej miechy.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zdévodnenie poufZitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouzil minimalny moiny pocet zvierat)

Poclet experimentalnych zvierat (8 zvierat v skupine, celkovo 120 ks) bol stanoveny vzhfadom na (1)
predpokladand individuainu variabilitu vysledkov, z ktorych sa ziskava 3tatistickd vyznamnost; (2)
experimentdine skupiny uvedené v prilohe ¢. 1 st potrebné na kvalitativne a kvantitativne stanovenie
poskodenia miechy a urcenie protektivneho vplyvu; (3) traumou poskodend miecha nemédie byt
pouZitd zéroved na biochemické ako aj histologické aimunchistochemické analyzy; (4) riziko
¢iastoéného Uhynu zvierat pocas dlhodobého preZivania.

3. Zjemnenie:

Jednostranna kompresia C5 segmentu miechy silou 40 g/1 min spdsobi na strane |ézie spasticitu
prednej koncatiny a Ciastoént paraplégiu zadnej konéatiny so zachovanymi miechovymi reflexmi.

V priebehu 4-5 dni déjde k Uplnej funk¢nej obnove zadnej konéatiny. Zvieratd, ktoré st po
chirurgickom zdkroku dokazu prijimat potravu pomocou zdravej prednej konéatiny a dokézu sa
premiestiiovat. Ak spasticita prednej koncatiny bude vyrazna a zviera bude prejavovat zndmky
bolesti, zvieratu bude pocas preZivania timena bolest analgetikom (Novasul, 2ml/kg, i.m.). Dizka
podavania analgetika bude stanovena podla odpovede zvierata na dotyk (posudzuje operatér).
Kompresia na urovni Th9 segmentu silou 40 g/15 min spdsobi trvalu paraplégiu zadnych konéatin

s CiastoCne zachovanymi miechovymi reflexmi. Zvieratd, ktoré su po chirurgickom zékroku sa dokazu
premiestiiovat pomocou prednych konéatin. Désledkom traumatického podkodenia miechy na Grovni
Th9 je okrem paraplégie zadnych koncatin aj do¢asna strata funkcie (Ciastoénd, alebo Gplnd)
vyprazdiiovania mo€ového mechiira, preto sa zvieratu po zdsahu mo€ovy mechur vyprazdiuje
mechanicky palpacne 3-4 krat denne, a od 3-4 dfia sa vykonava minimalne 2x denne aZ po dobu
obnovenia funkcie (1-2 tyZzdne); vykondva a posudzuje operatér.

Chondroitindza ABC bude aplikovana zvieratdm subpidlne a 5. a 6. tyzdef po kompresii (C5, Th9).
Ocakdvame, Ze nepriaznivé Gcinky tohto chirurgického zakroku budu slabé a kratkodobé, a bud
spojené hlavne s procesom hojenia rany. Subpiélna aplikacia katétra a podanie Chondroitinazy ABC
nesposobi zvieratdm zhordenie neurologickych funkcii, spasticitu, poruchy vo vyprazdfiovani
mocového mechira a ani Ziadne iné ne¥iadice stavy.



Kompresia miechy (C5 alebo Th9) a subpidlna aplikicia Chondroitindzy ABC  budd vykondvané
v celkovej inhalacnej anestézii izoflurdnom, t.j. nebudu pre zvierata bolestivé. V pooperaénom obdobi
budu zvieratd pozorované. Na zmiernenie bolesti sa prvé tri dni po tychto chirurgickych zakrokoch
zvieratam podajd analgetikd (Novasul, 2mi/kg, i.m.) a antibiotika (Amoksiklav, 30mg/kg, i.m.), aby sa
prediSlo pripadnej bolesti a zapalove] reakcii. Za téelom rehydratacie sa zvieratdm pocas prvych
troch dni podd subkutdnne fyziologicky roztok (1-2ml). Prvé 2-3 dni po zdkroku ma zviera dostupnu
potravu priamo v klietke. Ak by jedince po operacii neprijimali krmivo, bude im podavany fyziologicky
roztok s glukdzou (i.p.) dovtedy, kym budui schopné tejto &innosti samostatne. Ukon&enie poddvania
fyziologického roztoku/glukézy uréuje operatér na zaklade pohybovych schopnosti zvierata. Ak
napriek intenzivnej pooperaénej starostlivosti bude zviera okrem symptomov ktoré su typické pre
pooperatny stav po C5 a Th9 kompresii (vid. vy§sie) vykazovat apatiu, nechut k jedlu, nebude é&ulé
a bude javit zndmky bolesti a celkovej nepohody, bude k nemu privolany zmluvny veterindrny lekéar.
Po dohode operatéra s veterinarnym lekarom bude zviera humanne usmrtené.

Kazdodennd starostlivost experimentalnych zvierat sa ¢leni medzi vysokoskolsky vzdelanych
rieditelov projektu, ktori maji prax s experimentamina zvieratdch, s skusenfi a vyskoleni na préacu

s laboratérnymi zvieratami. Experimentalne zvierata budy po zasahu oznacené na chvoste a nasledne
budd umiestnené individuaine v klietkach s uvedenim ¢&isla zvierata. V klietke bude staly prisun
potravy a pitnej vody. Po zahojeni rany (cca 1 tyzderi) budl zvierata driané v skupinach (max. 3
zvierata v malej klietke a max. 5 zvierat vo velkej klietke), ktoré umoznuju prirodzené socialne
spravanie. V pripade potreby bude vykonané humanne ukonéenie postupu (rozhoduje zmluvny
veterinarny lekdr/operatér). Prostredie v klietkach je obohatené o drevené a kartonové doméeky.
Nakofko nepracujeme s infekénymi ani toxickym materidlmi, zvierata budy Standartne umiestené v
pooperatnom oddeleni zvieratnika.

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ano nie
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