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KI'acové slova v projekte ( max 5 slov):

Neuromoduldcia, reflex, kaSel, mikroinjikovanie, poé¢itatové modelovanie
Uéel projektu™:  Zakladny vyskum
Opisat ciele projektu:

Ciele :

1) PreStudovat vplyv lokdlnych zmien (spdsobenych napr. mikroinjikovanim
centralnych antitusik alebo agonistov a antagonistov neurotransmiterov do oblasti
mozgoveho kmefia) v neurdénovych sietach generujicich dychovy vzor a reflexné
odpovede z respira¢ného systému.

2) Preskumat’ vplyv periférnej modulacie primarne redukovanim vedenia vzruchu
(napr. chladenim n. vagus) na respiratné deje so zameranim na motorické a reflexné
deje respiratného systému (eupnea, kasel, prehlitanie).

3) Experimenty prevedené na anestézovanom zvieracom modeli simulovat na
pocitacovom modeli neurénovej respiratnej siete a nasledne na zaklade porovnania
vysledkov z oboch typov experimetov poéitatovy model modifikovat s cielom dosiahnut
¢o najvacsiu zhodu pozorovanych parametrov.

Prinos z vykonaného projektu:

Vykonaji sa origindlne postupy, ktoré prinest ddlezité poznatky o regulacii obrannych
mechanizmov respiratného traktu na drovni mozgového kmena, najmi ked si tieto
mechanizmy zvySené ¢i nedostatoéné. Preskimaju sa taktieZ efekty aplikicie
neuroaktivnych 1atok, predovsetkym antitusik a over{ sa moZnost $tddia sledovanych
dejov na decerebrovanom modeli pri rozli¢nej modalite stimulov, ktora sa neda vykonat'
v anestéze. Vysledky budu zékladom pre klinické $tidie na zlep$enie ,manaZmentu”
respiracnej obrany u pacientov.

Predpokladané prinosy :

Nové poznatky o reguldcii pokojného dychania, kagl'a, prehlitania atd. najmi v cielovych
oblastiach mozgového kmeiia.

Objasnenie tc¢inku a mechanizmov niektorych neuromodulatorov.

Zistenie rozdielov v mechanizmoch obrany respira¢ného traktu iniciovanych rozli¢nymi
typmi stimulov.

Model pre vyskum kas$l'a a d’al$ich reflexov vyvolanych stimulaciou receptorov C vlakien.



Predikcia vplyvu zdsahov do centralnych oblasti zodpovednych za tvorbu dychového
vzoru a reflexnych odpovedi z dychacich ciest.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

Kralik domaci - 14 jedincov
Macka domaca - 16 jedincov

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

Postupy s anestézovanymi zvieratami sdi termindlne v néleZitej urovni anestézie
s uplatnenim vSetkych postupov na spridvne monitorovanie jedinca (vitdlne funkcie,
v pripade potreby respiralnd podpora, normotermia, lokadlne anestetika atd’) a
prevenciu akéhokol'vek vnimania bolesti a diskomfortu.

Predpokladana tiroveii krutosti:

Anestézované jedince - bez moZnosti zotavenia

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Komplexné neurénové funkcie a odpovede organizmu sa daju v sti¢asnosti $tudovat’ len
na zivom jedincovi alebo obmedzene s pouZitim modelovych a simula¢nych technfk. Aj
pocitatové modelovanie vSak zavisi od experimentalnych tdajov. V nasom projekte sa
sistredime na experimentéine techniky s experimentalnymi zvieratami. Pre komplexné
reflexné odpovede z respira¢ného traktu (prakticky je zapojeny cely organizmus) nie su
metody prace s izolovanym organom, tkanivom, ¢ jednotlivou bunkou bez zahrnutia
takmer celého jedinca aplikovatelné.

Macka domdca a kralik domdci si vhodné laboratérne zvieratd, ktoré sa vyuzivaju v
experimentalnych $tddidch obrannych reflexov dychacich ciest. Predovs$etkym
behavioralne a centralne mechanizmy tychto dejov ako aj antitusické G¢inky st najlepsie
preskimané u tychto druhov a tieto aj predstavuju najlepsiu variantu pre translaciu
vysledkov na ¢loveka. Velkost’ macky a kralika umozinuje také experimentalne postupy,
ktoré nie je mozné spolahlivo v nasich podmienkach vykonévat u mordiat. Neexistuju
alternativne druhy (s ¢&iasto¢nou vynimkou morcata), pretoZe niz§ie druhy
laboratérnych zvierat (my$, potkan) nemaju vyvinuty kasl'ovy reflex, vyvolanie d'al$ich
odpoved! a manipuldcia so zvieratami je limitovana ich stabilitou, odolnostou a
velkostou.

2. Redukcia poctu zvierat:

Na splnenie naSich pocetnych cielov predpokladdme vykonat poc¢as 2 rokov asi 30
protokolov v 4 sériach. Jednotlivé postupy budd vykonané na najnizsom pocte jedincov



tak, aby bol vysledok postupu 3tatisticky hodnotitelny a data ziskané z postupu
relevantné. Mnohoroé¢ny experimentalny vyskum potvrdzuje nutnost’ zahrnat do jednej
série 6 aZ 8 jedincov v zavislosti od druhu zvierata, typu experimentu a variability
ziskanych dét. Efektfvnost’ vyuZitia jedinca je znf¥end nutnostou vykonat' aj kontrolné
testy a tym, Ze je postupu anestézovaného a decerebrovaného jedinca termindlny.
Zvysenie efektivnosti a minimalizovanie po¢tu jedincov bude dosiahnuté: 1) vykonanim
niekolkych protokolov na tom istom jedincovi (ak je to vedecky aplikovatel'né) ak je to
uskutocnitelné (najma umacky), 2) priebeznym hodnotenim vysledkov so sledovanim
urovne Statistickej vyznamnosti sledovanych parametrov, 3) pouzitim poéitatovych
simulacif predikujtcich vysledky v experimentoch, 4) vyuZitim skdsenosti, postupov a
dat (najmé kontrolnych) z predchéddzajicich postupov,

3. Zjemnenie:

Macka je druh mnoho desatroé{ vyuZivany v neurologickom vyskume, odolny, dobre
monitorovatelny. Je dostupné zna¢né mnoZzstvo dit o neurénovych funkcidch pri
dychani, adapta¢nych respiraénych odpovediach, ale aj pri kasli, kychani, prehitanf atd.
VSetky predpokladané skiimané deje st u macky vyvolatel'né a dobre opisané.

Kralik je druh v porovnan{ s matkou menej odolny a tazie monitorovatelny. TaktieZ je
dostupné mnozstvo dat potrebnych pre predmet nasho vyskumu, najma o neurdénovych
funkcidch pri dychani a kas$li. V3etky skimané deje st vyvolatelné, najma reflex
kychania. Existujt rozdiely v centrélnej regulacii vo¢i macke.

Stres jedincov sa minimalizuje ich sedé4ciou a anestézovanfm priamo vo zverinci (bez
podnetov stvisiacich s manipuldciou a prepravou). Pred podanim anestetika sa zvierata
premedikuji podanim diazepamu, rovnako ako pacienti pred operaciou, ¢o zabezpedi
hlad$i priebeh tvodu do anestézie a minimalizuje sa stres, ku ktorému by mohlo
dochadzat’ pocas podavania anestetika intraperitonealne. Uplatiiuji sa vsetky postupy
na optimalny monitoring funkcif a parametrov jedinca. Po ukonéenf tejto Casti postupu
st zvieratd humanne usmrtené preddvkovanim anestetika.

Humane endpoints:

Humane endpoints nastane v pripade stasnej pritomnosti viac ako 5 prejavov
zhorSeného zdravotného stavu t.j. maldtnosti, dehydraticie, neschopnost'ou natiahnut
sa za vodou a potravou, stratou hmotnosti > 20 %, agonalnym dychanim (gasping),
vyraznym poklesom krvného tlaku.

Hodnotiace skére zdravotného stavu zvierat

Bodové . .
V€ | Charakter zdravotného stavu Opatrenie
skére
0 Fyziologicky zdravotny stav

1 Dobry zdravotny stav

Zvazenie doplnkovej starostlivosti,
2 Mierne zhorSeny zdravotny stav | Castej$ia kontrola zvierata




Pritomnost' 3 prejavov zhor§eného
zdravotného stavu.

3 Zhor3eny zdravotny stav Castej$ia kontrola zvierata, doplnkova
starostlivost' (analgetik4, pridanie
tekutin, zvySenie tepla)

Pritomnost 4 prejavov zhor§eného

4 Zly zdravotny stav zdravotného stavu. Porada

s veterindrom.

Pritomnost 5 a viac prejavov
zhorSeného zdravotného stavu (humane
endpoint). Vyradenie zvierata

Z postupu.

5 Nepriaznivy zdravotny stav

Sledované parametre v hodnotiacom procese:
- celkovy vzhl'ad zvierata:
o telesny stav (prirastok / ibytok hmotnosti)
o stav srsti / koZe (Cistenie, pilorekcia, koZné lézie, hydratacia koZe)
o pritomnost vytoku (o¢i, usi, nos, urogenitalny systém)
o vzhlad olf (zatvorené, polozatvorené, zakalenie)
o spdsob pohybu astav pohybového aparatu (pokrivkavanie, naklatianie,
kruzenie, stereotypné drzanie tela)
- telesné funkcie zvierata:
o prijem potravy a vody
© respiracny systém (zrychlené, tazké, lapavé dychanie a iné zvuky)
o vyprazdnovanie a modenie
- socidlne interakcie zvierata:
o hypo/heperaktivita, bojazlivé / agresivne interakcie, zretelné tnikové
reakcie, skryvanie sa
- chovné prostredie
o znecistenie podstielky, stolica a jej hustota, pritomnost vyvratkov, krvi
- volné pozorovania:
o iné neobvyklé pozorovania, znaky bolesti a utrpenia - vyraz tvére (nos,
usi, flizy)

Projekt bude podliehat opdtovnému schval'ovaniu: nie

Vzhl'adom na to, Ze ide o projekt, ktory je v kategérii ,bez moznosti zotavenia®, podla §
37 ods. 3 nariadenia vlady ¢ 377/2012 Z. z. projekt nebude podliehat spatnému
posudeniu.



§ 40 nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

NAZOV PROJEKTU:
Protekcia kardiovaskularneho systému pri_ experimentalnej hypertenzii a zlyhani srdca dualnou
inhibiciou neprilyzinu a AT1 receptorov pre angiotenzin Il: porovnanie s ACE—inhibiciou a melatoninom

CiSLO KONANIA ROZHODNUTIA O SCHVALENI PROJEKTU: 809/19-221/3

KLUCOVE SLOVA: hypertenzia, zlyhanie srdca, ARNI, kaptopril, melatonin

UCEL PROJEKTU: zakladny vyskum

CIEL PROJEKTU:

Projekt ma za ciel objasnit' vplyv dualnej inhibicie neprilyzinu a AT1 receptorov (ARNI) na
adaptaény proces kardiovaskularneho systéemu potkana pri chronickom tlakovom hemodynamickom
pretazeni nasledkom réznych typov experimentainej hypertenzie (SHR, L-NAME, kontinualne
osvetlenie, laktacystin) a srdcového zlyhavania (izoprenalin) a porovnat ho s uz dokazanymi
antiremodelacne pdsobiacimi latkami (ACE-inhibitorom kaptoprilom a melatoninom). Zarovef sa vySetri

vplyv hypertenzie, srdcového zlyhavania a ich farmakologického ovplyvnenia na prejavy spravania
zvierat.

PRINOS Z VYKONANEHO PROJEKTU:

Prinosom projektu bude zistit potencialny komplexny efekt ARNI na hypertenzné srdce a
alterované periférne organy (aorta, a. femoralis, obli¢ky, mozog) v sekvencii experimentov na rozli¢nych
modeloch experimentalnej hypertenzie (SHR, L-NAME, kontinuaine osvetlenie, laktacystin) a v
experimente zameranom na redukeiu mortality pri zlyhani srdca indukovanom izoprenalinom.
Potencialny dékaz protektivneho efektu ARNI pri hypertenznom srdci by mohal prispiet' nielen k
objasneniu mechanizmov jeho protektivneho uCinku, ale aj k rozsireniu indikacii vyuzitia jeho
terapeutického potencialu pri liethe hypertenzie a hypertrofie lavej komory a periférnych organov v
inicialnych stadiach ich poskodenia.

DRUHY POUZITYCH ZVIERAT A ICH PREDBEZNE POCTY:

Wistar potkany, samce 385
SHR potkany, samce 60
Spolu potkany, samce 445

PREDPOKLADANY NEPRIAZNIVY VPLYV | UJMA NA POUZITE ZVIERATA _V RAMCI
VYKONAVANIA PROJEKTU:

Zvierata budu po presunuti z chovného zariadenia v karanténe po dobu 2 tyzdriov. Po&as tohto
obdobia si zvierata budu zvykat na manipuléaciou osobami, ktoré bud( s nimi pracovat' v priebehu celého
projektu. Zaroven budu nacvitované na vazenie a neinvazivne meranie tlaku krvi a frekvencie srdca.
Na tieto Ukony sa zvierata rychlo adaptujii a nespésobuju u nich zmenu behavioralnych prejavov.
Chované budu za Standardnych podmienok: teplota vzduchu 20-24°C, relativna vihkost' vzduchu 45-
65%, svetelny rezim 12/12 hod (s vynimkou potkanov s experimentainou hypertenziou navodenou 24
hodinovym osvetlenim), potrava KKZ-P-/M ad libitum, pitna voda ad libitum, vhodna podstielka sa
kupuje a skladuje v originalnom baleni, sucha, neprasna so zarudenou kvalitou, vymena podstielky
2x/tyzden, resp. podia potreby. Umiestnené budd vo vaniciach po 2 potkanoch, aby mohli socialne
interagovat' a komunikovat.

U spontanne hypertenznych potkanov (SHR) je hypertenzia geneticky determinovana a vyvija
sa okolo 4. - 6. tyzdiia Zivota SHR. Model hypertenzie indukovanej kontinualnym osvetlenim vznika na
zaklade 24 hodinového osvetlenia potkanov s redukciou vyludovania melatoninu z epifyzy vplyvom
svetla, ¢im sa redukuje antihypertenzivne pdsobenie tohto hormonu. Svetlo pbsobi na potkanov
v priesvitnych vaniciach s intenzitou 500 luxov po dobu 6 tyzdiov, pricom k vzniku hypertenzie
dochadza postupne, bez akitneho poskodenia kardiovaskularneho systému. N-G-nitro-L-arginin metyl
ester (L-NAME) navodzuje postupnd hypertenziu inhibiciou enzymu NO-syntazy s naslednym deficitom
produkcie oxidu dusnatého a redukciou jeho prirodzenych ochrannych Géinkov na kardiovaskularny
systém. Laktacystin je nespecificky inhibitor proteaz, ktory interferuje so syntézou a degradaciou
viacerych proteinov zucastiujlicich sa remodelacie kardiovaskularneho systemu, ako napriklad
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nuklearny faktor kappa B, tyrozinhydroxylaza alebo cyklooxygenaza-2 apodiela sa na rozvoji
hypertenzie s fibrotickou prestavbou srdca. Vo véeobecnosti, hypertenzné potkany netrpia nasledkom
vzniku hypertenzie (podobne ako ludska hypertenzna populacia), preto sa v humannej medicine
hypertenzia nazyva ,tichy zabijak“. Postupné remodelacia organov a endotelova dysfunkcia nie su
spojené s utrpenim zvierat, ale $trukturalne a funkéné zmeny navodené hypertenziou su tzv. surrogate
(nahradnym) endpointom (Cize nie poskodenim, ale markerom, ktory poskodeniu organov s ich
naslednou dysfunkciou predchadza).

Zlyhavanie srdca u potkanov budeme indukovat intraperitonealnou aplikéciou izoprenalinu.
Izoprenalin je agonista beta-receptorov a spdsobuje poskodenie myokardu s hypertrofiou srdca,
dysfunkciou lavej komory az nakoniec zlyhanie srdca. Tieto zvierata zhor&ene tolerujt namahu, mézu
byt dusné, mat dysrytmie a zriedkavo podtahnut Umrtiu (v&¢sinou ako nasledok fatainej dysrytmie), ¢o
by sa mohlo klasifikovat ako mierny az stredny stupef krutosti.

V skupinach s navodenou hypertenziou alebo zlyhavanim srdca, ktorym budeme podavat
ARNI, kaptopril alebo melatonin, sa oakava ich protektivny Gcinok.

Na minimalizaciu stresu budl oscby v projekte zaobchadzat s potkanmi ohladuplne a $etrne a
potkany budli mat' vo svojej vanici k dispozicii predmety na hru a obhryzovanie. Na minimalizaciu bolesti
zvierat pri injekenej aplikéacii latok budeme pouzivat tenkeé sterilné ihly. Aplikaciu latok a anestetik bude
vykonavat  vidy osoba, na ktoru su zvieratd zvyknuté pri manipuldcii. Podas chronickej
intraperitoneélnej aplikacie latok budeme pravidelne sledovat, & nedochadza k zapalove] reakcii
v miestach vpichu injekcie. V pripade zapalu budeme stav konzultovat' s veterinarnym lekadrom a na
jeho pripadné odporugenie pouzijeme lietbu antibiotikami. Jednotlivé postupy su navrhnuté tak, aby sa
minimalizovalo utrpenie, strach a bolest zvierat a st klasifikované ako slaba az stredna krutost'.

Poc¢as projektu budeme monitorovat zdravotny stav a pohodu zvierat a pozorovania
zaznamenavat do harkov. Vypracujeme bodové skore, na zaklade ktorého budud zvierata po konzultacii
s veterinarnym lekarom lietené a dalej pouzité v projekte alebo budl z projektu vyradené a humanne
usmrtené hlbokou anestézou tiopentalom v davke 45 mg/kg intraperitonealne (humane endpoint), vid
nizSie. Pri pred€asnom Umrti experimentalneho zvierata veterinarny lekar vykona pitvu a pripadné
dalSie potrebné vysetrenia a uréi priginu imrtia.

Vplyv tkonov v projekte na zvierata:

Charakteristika tikonu | Vplyv na zviera Kategéria krutosti
Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou | Slaba
s0 zvieratami. Bolest Ziadna. Trvanie 1 min.
Chronicka expozicia Narusenie cirkadianneho rytmu zvierata. Stredna
zvierat 24h osvetleniu Postupny rozvoj hypertenzie. Bolest' Ziadna.
Chronicka peroralna Latky rozpustené v pitnej vode vo flasi. Bolest Stredna
aplikacia latok Ziadna.
Chronicka Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou | Stredna
intraperitonealna a obmedzenim pohybu. Bolest slaba. Trvanie 30
aplikacia latok sekund.
Rozvoj hypertenzie Postupng remodelacia organov a endotelova Stredna
dysfunkcia.
Rozvoj zlyhavania srdca | Zhorsena tolerancia namahy, zvierata mézu byt Stredna
dusne, mat dysrytmie a zriedkavo podfahnut
umrtiu (vaésinou ako nasledok fatalnej dysrytmie).
Opakované neinvazivne | Kratkodobé obmedzenie pohybu a nahriatie na 38 | Slaba
meranie systolického — 39°C poéas cca. 6 min. Bolest ziadna. Trvanie
tlaku krvi a frekvencie 30 sekund.
srdca
Echokardiograficke Bolest' Ziadna. 15 min. v izoflurinovej anestézii. Slaba
vySetrenie
Test otvoreného pola Bolest' ziadna. Trvanie 5 min. Slaba
Vyvysené krizové Bolest Ziadna. Trvanie 5 min. Slaba
bludisko
Test preferencie Bolest Ziadna. Trvanie 5 min. Slaba
svetla/tmy
Test rozpoznavania Bolest Ziadna. Trvanie 5 + 5 min. Slaba
nového objektu
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Test vynuteného Kratkodoby stredny stres sposobeny vynutenym Stredna
plavania plavanim. Trvanie 5 min.

PREDPOKLADANA UROVEN KRUTOSTI:

Slaba: vaZenie, manipulacia so zvieratami, opakované neinvazivne meranie systolického tlaku krvi a
frekvencie srdca, echokardiografické vy$etrenie, test otvoreného pola, vyvySené krizové bludisko, test
preferencie svetla/tmy, test rozpoznavania nového objektu

Stredna: chronicka expozicia zvierat 24h osvetleniu, chronicka peroralna aplikacia latok, chronicka
intraperitonedlna aplikacia latok, rozvoj hypertenzie, rozvoj zlyhavania srdca, test vynuteného plavania

POUZIVANIE METOD NA UCELY NAHRADENIA, OBMEDZENIA A ZJEMNENIA POUZIVANIA
ZVIERAT V POSTUPOCH:
Pri praci so zvieratami budu dodrzané vsetky predpisané predpisy pre chov a zaobchadzanie
s laboratérnymi zvieratami podla zasad 3 R.
REPLACEMENT: PretoZe v planovanych experimentoch sa bude hodnotit spravanie zvierat, alteracia
funkcie a Struktury organov a nasledky terapeutickych intervencii, je nevyhnutné, aby sa experiment
vykonal ,in vivo" na celom zvierati. VyuZitie bunkovych kultdr alebo pocitatovych simulacii
neprichadzaju pri tomto type experimentu do tvahy ako alternativny spésob vyskumného pristupu.

REDUCTION: V projekte bude pouzity minimalny mozny pocet experimentalnych zvierat, ktory je
potrebny pre Statistické vyhodnotenie pouzitim ANOVA testu a Studentovho t-testu pre analyzy
zamerane na vyhodnotenie vhodnosti zvolenej terapie a sledovania rozdielov v jednotlivych skupinach
zvierat vo vztahu k zvolenej lietbe. V projekte bude pouzity minimainy pogéet kontrolnych zvierat.
Zvieratd budl objednavané v jednotnom &asovom intervale, aby sa predilo sezéonnym zmenam
a potrebe projekt opakovat. V projekte sa pouziju geneticky homogénne skupiny zvierat. Cietlom 4.
etapy projektu je sledovanie prezivania zvierat so zlyhavanim srdca indukovaného izoprenalinom.
Kedze znaSich predoslych projektov, ako aj z publikovanych Udajov s izoprenalinom bola
zaznamenana Umrtnost zvierat pocas trvania projektu (cca. 30%), je potrebné navysit' pocet zvierat,
aby bola dosiahnuta $tatisticka vyznamnost' aj v pripade moznych umrti zvierat (bez toho, by doslo

k znehodnoteniu projektu). Pri podavani ARNI zvieratam so zlyhavanim srdca predpokladame redukciu
morbidity aj mortality.

REFINEMENT: Zvieratd budu po presunuti z chovného zariadenia v karanténe po dobu 2 tyzdiov,
pricom budu dodrzané Standardné podmienky. Podas tohto obdobia si zvierata budt zvykat' na
manipulaciou osobami, ktoré budl s nimi pracovat v priebehu celého projektu. Zaroven budud
nacviCovane na vaZenie a neinvazivne meranie tlaku krvi a frekvencie srdca. Na tieto ukony sa zvierata
rychlo adaptuju a nespésobuju u nich zmenu behavioralnych prejavov. Chované budu za &tandardnych
podmienok: teplota vzduchu 20-24°C, relativna vihkost vzduchu 45-65%, svetelny rezim 12/12 hod (s
vynimkou potkanov s experimentalnou hypertenziou navodenou 24 hodinovym osvetlenim), potrava
KKZ-P-/M ad libitum, pitna voda ad libitum, vhodna podstielka sa kupuje a skladuje v ariginalnom baleni,
sucha, neprasna so zaru¢enou kvalitou, vymena podstielky 2x/tyzdef, resp. podla potreby. Umiestnené
budl vo vaniciach po 2 potkanoch, aby mohli socidlne interagovat’ a komunikovat. Na minimalizaciu
stresu budu osoby v projekte zaobchadzat' s potkanmi ohladupine a $etrne a potkany budi mat vo
svojej vanici k dispozicii predmety na hru a obhryzovanie. Na minimalizaciu bolesti zvierat pri injekénej
aplikacii latok pouZivame tenké sterilné ihly. Aplikaciu latok a anestetik vykonava vzdy osoba, na ktoru
sU zvierata zvyknuté pri manipuldcii. Pogas chronickej intraperitonealnej aplikacie latok sa bude
pravidelne sledovat, ¢i nedochadza k zapalovej reakcii v miestach vpichu injekcie. V pripade zapalu
budeme stav konzultovat' s veterinarnym lekarom a na jeho pripadné odporucenie pouzijeme lieébu
antibiotikami. Jednotlivé postupy s navrhnuté tak, aby sa minimalizovalo utrpenie, strach a bolest’
zvierat a su klasifikované ako slaba aZ stredna krutost.

Humane endpoint:

PoCas projektu budeme monitorovat zdravotny stav apohodu zvierat a pozorovania
zaznamenavat do harkov. Vypracujeme bodoveé skére, na zaklade ktorého budl zvierata po konzultacii
s veterinarnym lekarom lie¢ené a dalej pouzité v projekte alebo budu z projektu vyradené a humanne
usmrtene hibokou anestézou tiopentalom v davke 45 mg/kg intraperitonealne (humane endpoint). Pri

pred€asnom umrti experimentalneho zvierata veterinarny lekar vykona pitvu a pripadné dalsie potrebné
vy$etrenia a uréi pri¢inu amrtia.

Sledované parametre v hodnotiacom procese:
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PARAMETER

PREJAV ZHORSENEHO ZDRAVOTNEHO STAVU

Celkovy vzhlad zvierata

1

telesny stav (prirastok / ibytok hmotnosti > 20 %)

stav srsti/koze (necistenie sa, piloerekcia, strata ochlpenia, kozné
lézie, dehydratacia koze)

pritomnost’ vytoku (ogi, ui, nos, urogenitalny systém)

vzhlad oci (vpadnuté, zatvorené, polozatvorené, zakalenie)
pritomnost slinenia a anomalie zhryzu, prerastené zuby

Telesné funkcie zvierata

prijem potravy a vody (zvyseny, znizeny)

dychanie (zrychlené, tazké dychanie, sipenie a iné zvuky)
telesna teplota (zvy$ena, znizena, sfarbenie kongatin)
stolica a mocenie

Chovné prostredie

zneCistenie podstielky, stolica a jej hustota, pritomnost’ vyvratkov,
krvi, pouzivanie pomdcok na obohatenie prostredia

Spravanie

socialne interakcie zvierata (hypo/hyperaktivita, bojazlive,
agresivne interakcie, zretelné unikové reakcie, skryvanie sa)
neziaduce spravanie (stereotypné spravanie, ,holenie" srsti a fuzov,
trichotillomania, zvy$ena agresivita voéi ludom)

drzanie tela a pohyblivost (abnormalne drzanie tela, chédza,
krivanie, nepritomnost pohybu, nekoordinovaneé pohyby, skréené
brucho, naklonena hlava, tras, zachvaty, krée)

vokalizacia

VolI'né pozorovania

iné neobvyklé pozorovania, znaky bolesti a utrpenia — vyraz tvare
(nos, usi, fuzy), stahovanie brucha, nafuknuté brucho

Hodnotiace skore zdravotného stavu zvierat:

Pocet prejavov
zhorseného Charakter zdravotného stavu Opatrenie
zdravotného stavu
0 Fyziologicky zdravotny stav
1 Dobry zdravotny stav
2 Mierne zhor8eny zdravotny stav | Castejsia kontrola zvierata, zvaZenie
doplnkovej starostlivosti
3 Zhorseny zdravotny stav Castejia kontrola zvierata, doplnkova
starostlivost (analgetika, pridanie
tekutin, zvysenie tepla)
4 Zly zdravotny stav Konzultacia s veterinarnym lekarom
5 a viac Nepriaznivy zdravotny stav Vyradenie zvierata z projektu (humane
endpoint): humanne usmrtenie pod
dohladom veterinarneho lekara

PROJEKT BUDE PODLIEHAT OPATOVNEMU SCHVALOVANIU: nie
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Netechnické zhrnutie projektu q & . //' 4_ D7 / LS

Ndzov projektu: Zmrazovanie potkanich embryi

Kracové slova v projekte: Alzheimerova choroba, embryotransfer, udrziavanie transgénnych linii,
kryozmrazovanie

Ukel projektu: Zakladny vyskum

Podrobny ucel postupu:

Ciel'om predkladaného projektu je vytvorenie banky embryi ako zdroja udrZatelnosti transgénnych
linif. Projekt sa bude vykondvat’ vo viacerych na seba nadvizujlcich fazach. Prva faza projektu
bude spocivat’ v ziskavani embryi a ich naslednom zmrazovani. Embrya sa budu izolovat' v $tadiu
blastocysty (4.5 defi vyvoja) vyplachom maternicovych rohov. Na tento ucel bude pouzitych spolu
500 donorskych samic. Ziskané blastocysty budti zmrazované metodou vitrifikicie a uchovavané
v tekutom dusiku LN2 pre budiice pouZitie. Tieto sa na 4.5 deii post coitum (od pripustenia so
samcami) huménne usmrtia cervikalnou dislokéciou. Po otvoreni brugnej dutiny sa postupne izoluju
a vyplachuji maternicové rohy v médiu pre to urdenom. Ziskané embrya sa zmrazia a uchovaju
vtekutom dusiku. V pripade potreby budi rozmrazené a nasledne pouZit¢ na prenos do
pseudogravidnych samic.

V druhej faze projektu sa zameriame na in vitro a in vivo hodnotenie viability embryi. V r6znych
Casovych usekoch budeme embrya rozmrazovat’ a hodnotit’ mikroskopicky percento preZivatelnosti
(in vitro hodnotenie). Zivotaschopné embrya sa budi nasledne implantovat’ do prijemky#i a na
zéklade percentuélnej Gspesnosti ich zabrezavania sa zhodnoti in vivo viabilita embryi. Pre ucely
implantacie si v prvom kroku pripravime sterilnych samcov kastrovanych v celkovej anestézii
podviazanim semenovodov. Tie sa zatnu vyuZivat aZ 3 tyZdne po operdcii.

V pokuse sa pouzije 50 prijemkyi. Pohlavne dospelé samice sa budu pripu§tat’ so sterilnymi
samcami na dosiahnutie pseudogravidity a pouZijti na prijem revitalizovanych embryi. Prenos
embryi sa vykond v celkovej anestézii implantéciou do rohu maternice. Zvieratim sa poskytne
pooperacna starostlivost’ formou aplikécie analgetik.

Kryozmrazovanie sa bude vykondvat’ len po dobu ziskania a uchovania dostatoéného mnoZstva
viabilngch embryf schopnych vyvoja v Zivotaschopné potomstvo.

Narodenym mldd’atdm sa odobert vzorky na genotypizéciu pre urenie transgénnych zvierat. Po ich
odstave sa matky huménne usmrtia.

V priebehu pokusu bude v3etkym zvieratdm venovana tandardna veterinarna starostlivost’.

V pripade ochorenia budu zvieratdi po dohode s veterindrnym lekdrom z pokusu vylucené
a humanne usmrtené. Zvieratdm sa nesmie v priebehu pokusu spdsobovat’ zbytodna bolest, stres
a utrpenie. VSetky bolestivé zdkroky sa vykonavaju v celkovej anestézii. Zvieratd musia byt na
zaCiatku kazdého experimentu aklimatizované na nové podmienky.

Projekt prebehne v niekolkych ¢iastkovych experimentoch:
1. Faza projektu: ziskavanie a zmrazovanie embryi:
* Izolicia embryi z maternicovych rohov darkyii — transgénne linie
-pocCet pouZzitych zvierat: -150 samic (darkyt) SHR 72
-200 samic (darkyi) SHR 24
-150 samic (darkyi) W 72

Samice sa na 4,5 defi od pripustenia humanne usmrtia. Po otvoreni brusnej dutiny sa postupne
izolujii a vyplachuju rohy maternice v médiu pre to urenom. Ziskané embryd si zmrazované
adlhodobo uchovavané v tekutom dusiku. V pripade potreby su revitalizované a nasledne
prenesené do reprodukéného traktu recipientiek.
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2. Fiza projektu: in vitro a in vivo hodnotenie viability embryi
e Priprava sterilnych samcov
-pocet pouzitych zvierat: 18 samcov z kmetia Sprague Dawley
-pocet opakujucich sa €iastkovych pokusov: 3
-pocet zvierat v Siastkovych pokusoch: 6 samcov

Samci vo veku 8 tyZditov sa uvedu do celkovej anestézie. Cez drobny rez v stredovej linii brune;
dutiny sa postupne povytiahnu oba semenovody a nasledne podviazu. Po sutire rany sa zviera
poneché v Cistej klietke. V deil operacie a pocas nasledujucich dvoch dni sa zvieratdm subkutinne
podajli analgetika (rimadyl). V pripade védZnych zdravotnych komplikécii sa zviera z experimentu
vyli¢i a huménne sa usmrti. Uvedeny polet samcov, je maximalny ktory sa pouZije, dobre
pripraveny samci s schopny opakovaného pérenia (aj dlhsie obdobie- viac ako 1 rok), pokial
nebude nevyhnutné d’alsich samcov pripravovat’ nebudeme.

Prijemkyne embryi

-pocet zvierat v celom pokuse: 50 samiéick prijemkyn z kmeiia Sprague Dawley
-pocet opakujucich sa €iastkovych pokusov: 10

-pocet zvierat v ¢iastkovych pokusoch: 5 samidiek

e & o o

Pseudogravidné samice st na 3,5 deti po koite pouZité ako recipientky revitalizovanych embryi. Po
uvedeni do celkovej anestézie apo obnaZeni materniéného rohu, st embrya implantované do
reprodukéného traktu nahradnej matky. Po transfere je samica umiestnena do &istej klietky
a sledovana pocas celého obdobia gravidity. V defi operacie a podas nasledujucich dvoch dni sa
zvieratdém subkutinne podaju analgetika (rimadyl). V pripade vaZnych zdravotnych komplikacii sa
zviera vyradi z experimentu a humanne sa usmrti. Matky sa po odstave huménne usmrtia.

¢ Odber vzoriek na genotypizaciu
Vo veku 5-7dni sa mladd’atdm odstrihne cca 0,3-0,5 mm tkaniva z chvosta, ktoré sa vlozi do
oznacenej skiimavky a ponechd v mrazni¢ke az do doby, kym sa zaéne spracovavat. PouZiva sa
lokalne anesteikum (mesocain gél), v pripade vyraznejsieho krvacania, prilo¥ime na ranu gazu
s adrenalinom. Na zdklade vysledkov genotypizdcie sa mlddatd rozdelia na pozitivne (majt
integrovany novy gén) a negativne, z ktorych je vé¢sina z chovu vyradena.

Opodstatnenost’ pokusu a pouzitie zvierat v pokuse

Animdlne modely maju nezastupitelné postavenie vo vyskume Pudskych neurodegenerainych
ochoreni. Predstavuju zjednoduSené modely neurodegenerativnych zmien, ktoré ndm pomahaju
pochopit” a objasnit’ patologické mechanizmy ochorenia. S neddvnym progresom v oblasti
genetickych technologii rastie potet animalnych modelov exponencialnym radom, &im sa zvySuju
aj pozZiadavky na ich chov a ustajnenie. Produkcia transgénnych zvierat v takomto rozsahu nie je
moZna bez organizécie kryobank embryi. Zmrazovanie linii v embryondlnom $tadiu predstavuje
ekonomicku a bezpeénii alternativu ku chovnym linidm a zaroveii poskytuje ochranu zvierat pred
mikrobidlnou kontamindciou a spontinnymi genetickymi zmenami. Kryozmrazovanie je zdrojom
trvalej udrZatelnosti transgénnych linii a je tieZ v stlade so zdsadami 3R: zjemnenie, redukcia,
nahradenie.

Embryo transfer predstavuje ,zlaty Standard“ revitalizacii zmrazenych linii av kombinacii s
rederivaénym programom umoziiuje produkciu tzv. SPF zvierat z kontaminovanych linii.

Pokusy st navrhnuté v silade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuju na pracu s
laboratérnymi zvieratami.

Druhy pouzitych zvierat a ich poéty:
Na celé obdobie trvania projektu planujeme pouZit’ tieto potkanie linie:
Darkyne:150 samic SHR 72, 200 samic SHR 24 a 150 samic W 72
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Recipientky: 50 samic SD
Samci: 18 SD

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu
VS8etky chirurgické metody (implantacia embryi,vazektomia) budd vykonavané v celkovej anestézii,
vramci pooperaénej starostlivosti im budu podavané analgetika (Rimadyl). Odber embryi sa
uskuto¢ni post mortem — az po usmrteni samic. Mesocain gél bude aplikovany lokdlne, pri odbere
tkaniva chvosta na genotypizaciu.

Vsetky zvieratd v experimente su pravidelne kontrolované, v pripade pretrvavajucej bolesti,
neadekvdtnej reakcie zvierat, po postideni zdravotného stavu sa rozhodne o human end point.

Human end points:

Zdravotny stav kazdého zvierat'a bude hodnoteny na zdklade §tyroch znakov:

*letargie (lethargy),

*hrbenia (hunching),

*najeZenej srsti (piloerection),

*straty vahy >15 % ocakdvanej hmotnosti (weight loss).

Kazdy znak ma hodnotu jedného bodu a vysledné skore je sidtom jednotlivych pozorovanych
priznakov, tzn. maximalne skore st §tyri body. KaZdé zviera ohodnotené jednym bodom bude
presunuté do klietky s neobmedzenym pristupom ku krmivu a vode. Kazdé zviera ohodnotené
dvoma bodmi bude presunuté do klietky s neobmedzenym pristupom k vihkej strave a vode. Kazdé
zviera ohodnotené tromi alebo 3tyrmi bodmi bude humanne usmrtené.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera Zaradenie podla
ostupu krutosti
Vaginilna lavaz Kratkodoby mierny stres spdsobeny | slaba

manipulaciou. Trvanie 30 sekund.
Kratkodoba  fixdcia | Standardnéd metéda. Kratkodoby mierny | slaba

a intraperitoneilna stres sposobeny manipulaciou
injekcia anestetik a obmedzenim pohybu. Trvanie 30
sekund.
Operaény zakrok | Urobi sa otvor v brusnej dutine (1,5cm | stredna
v celkovej anestézii | incizia) a embrya v §tadiu blastocysty sa
(embryotransfer) - | implantuyji do  rohu  maternice.
prijemkyne embryi Pooperacnd  bolest bude utlmena
analgetikami (Rimadyl, s.c.).
Operaény zakrok | Urobi sa drobny rez v stredovej linii | stredna
v celkovej anestézii | dutiny brusne;j, povytiahnu sa
(vazektomia) - | semenovody a nésledne podviazu.
priprava  sterilnych | Pooperaénd  bolest bude utlmena
samcov analgetikami (Rimadyl, s.c.).

Odber tkaniva za | Kritkodoby mierny stres spdsobeny | stredna
ucelom genotypizacie- | manipulaciou. Odstrihnutie 0,3-0,5mm
§picka chvosta tkaniva chvosta v lokalnej anestézii
(Mesocain gel).

Celkova krutost’ stredna
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ZohPadnenie 3R

Zjemnenie: So zvieratami sa bude zaobchadzat’ huménne a nebudu zbytoéne vystavované stresu.
Pooperaéna bolest’ bude utlmend analegetikami. Zvierata su chované v podmienkach vyhovujicich
fyziologickym a sociologickym potrebam, v chovnych nadobdch s obohatenym prostredim.

V tyzdni predpokladaného rodenia mléd’at sa minimalizuje vstup do miestnosti ako aj manipulacia
so samicami. Do chovnych nadob sa samiciam prid4dva material na tvorbu hniezd.

Redukceia: Kryozmrazovanie sa bude vykonavat’ len po dobu ziskania a uchovania dostatoéného
mnoZstva viabilnych embryi schopnych vyvoja v Zivotaschopné potomstvo.

Zmrazovanie embryi predstavuje ekonomickil a bezpednli alternativu ku chovnym linidm, tzn.
redukuje pocet chovnych zvierat potrebnych pre udrzanie linie.

Nahradenie: Tento typ pokusu vyZaduje pouZitie zvierat, nakol’ko nie je moZné ho realizovat’
v podmienkach in vitro a neexistuje Ziadna alternativna metdda, ktora by ich pouZitie nevyZzadovala.

Zasada nahraditeP’nosti zvierat
Pre hladanie alternativnej metédy sme pouZili nasledovné registre medzinirodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu

metodu, ktorti by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zvierata v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu. Odber embryi sa bude vykonévat’ aZ po
humannom usmrteni zvierat cervikalnou dislokéciou. Ostatné zédkroky sa budu vykonavat’ v hibokej
anestézii a zvieratdm bude poskytnutd pooperadna starostlivost. Na zmiernenie bolesti im budu
podané analgetika (Rimadyl).

Po ukonCeni projektu budu vsetky zvieratd huménne usmrtené nadmernou davkou anestetika
a cervikélnou dislok4ciou. Po ziskani dostato&ného mnoZstva viabilnych embryi sa projekt ukonéi.

Zvierata v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu.
Zadiatok pokusu je planovany na 1.5.2019 a bude sa realizovat’ do 31.12.2021.
Zvierata nebudi vystavené opétovnému pouzitiu.

Projekt nevyZaduje spétné postiidenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).



Priloha 2: Netechnické zhrnutie
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Netechnické zhrnutie projektu qgg 1T // gﬁl
/
Nazov projektu: Poskodenie mozgovo-cievnej bariéry v prostredi neurodegenericie u transgénnych
potkanich modelov pre tauopitie
KPadové slova: mozgovo-cievna bariéra, animalny model, Tauopatie, neurozapal
Udel projektu: zakladny vyskum

Podrobny udel postupu:

Mozgovo-cievna bariéra (MCB) je tvorena vrstvou endotelovych buniek, ktoré sa nachadzaju na
povrchu mozgovych ciev. Susedné endotelové bunky su k sebe pevne ptané pomocou tzv. tesnych
spojov, ktoré medzi mozgovym tkanivom a krvnym rie¢idtom tvoria fyzicka bariéru. Celistvost
MCB zaistuje ibnovii homeostazu, nevyhnutnu pre neuronélnu aktivitu, spravny tok Zivin z krvi do
mozgu a zarovedl tieZ chrani centralny nervovy systém (CNS) pred vniknutim potencialne
Skodlivych latok (cirkulujice makromolekuly, toxiny, patogény, a iné). Je vieobecne zname, e
zoznam ochoreni CNS zahffiajicich poskodenie MCB neustdle narastd. Medzi tieto ochorenia
zarad'uyjeme aj neurodegenerativne tuopatie, ako napriklad Alzheimerovu chorobu, Pickovu
chorobu, frontotempordlnu demenciu, Kkortikobazalnu degenericiu a daldie. Dostupnost
transgénnych potkanich modelov (SHR-72, SHR-24 a WISTAR-72) ndm umoZiiuje pozorovat’
zmeny odohravajice sa v MCB v priebehu neurodegeneracie spdsobenej vyhradne tau proteinom,
bez ohl'adu na amyloidovu zlozku.

Ciel'om projektu je charakteristika rozsahu poskodenia mozgovo-cievnej bariéry u transgénnych
potkanich modelov (SHR-72, SHR-24 a WISTAR-72) v prostredi neurodegeneracie sposobenej tau
proteinom a porovnanie poSkodeni u jednotlivych linii transgénnych zvierat. Poskodenie MCB bude
pozorované na viacerych Grovniach:

a, biochémia — sledovanie koncentrécii markerov prestupu v plazme a v mozgovom tkanive:

. pre malé molekuly (sodna sol’ fluoresceinu)

. pre proteiny (Evansova modra)

b, histoldgia — sledovanie prestupu sérovych proteinov do jednotlivych ¢asti mozgu

¢, elektrénova mikroskopia — zmeny na urovni ultradtruktiry neurovaskularnej jednotky

d, transkriptomické §tudie buniek MCB

€, proteomické analyza buniek MCB

Celkom bude pouzitych 475 zvierat v rdznych vekovych kategériach:
Transgénne zvieratd/ Celkovy podet - 285

1-mes. |2-mes. |4-mes. | 6-mes. | 8-mes. | 10-mes. |12-mes. | 14-mes. | 16- mes.
SHR24 15 15 15 15 15 15 15 15 15
SHR72 15 15 15 15 15 - - - ;
W72 15 15 15 15 15 B - - -

Kontrolné zvieratd/ Celkovy podet 190

1-mes. | 2-mes. |4-mes. | 6-mes. | 8-mes. | 10-mes. | 12-mes. | 14-mes. | 16- mes.

Kontroly
SHR (24) 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Kontroly
SHR (72) 10 10 10 10 10 - - - B
Kontroly

Wistar 10 10 10 10 10 - - - -
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Prinos z vykonaného projektu:

Voblasti vyvoja novych terapeutik centrdlnej nervovej sustavy predstavuje
hematoencefalicka bariéra velku prekdzku a je jednym z najvyznamnejsich limitujucich faktorov.
Stadium problematiky mozgovo-cievnej bariéry patri medzi vyznamné kroky vyvoja novych
terapeutickych a diagnostickych pristupov v oblasti lie¢by neurodegenerativnych a neurologickych
ochoreni. Ziskané poznatky by mohli v budiicnosti sluzit’ ako zaklad pre predklinické a klinické
skusanie novych lie¢ebnych postupov v odboroch humannej mediciny a farmakolégie.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

Predpokladané priblizné podty zvierat pouzZité pocas trvania projektu:
Potkan laboratérny (samec, samica) 190

Transgénny potkan (SHR 24, SHR 72,W72/samec, samicka) 285

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Vzhladom na komplexnost' dejov odohrdvajucich sa v organizme, stidasnd uroveit vedeckého
poznania neumoZiiuje nahradit’ poznatky ziskané zo §tudii na zvieratach za tie, ktoré pochadzaju z
in vitro experimentov.

Na charakteriziciu poSkodenia MCB v jednotlivych transgénnych linidch bude pouzitych 475
zvierat. PoCet zvierat zohl'adiiuje biologicki variabilitu a potrebu viacerych zvierat pre proteomické
a transkriptomické experimenty (minimalne potrebné mnoZstvo tkaniva).

Pokusy su navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuju na pracu s
laboratérnymi zvieratami.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania projektu
Zvieratam nebude aplikovana Ziadna l4tka, okrem intraperitonealnej aplikacie anestetika. Nésledne
v hlbokej anestéze budu zvierata perfundované a odobrané mozgové tkanivo.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika postupu | Vplyv na zviera Zaradenie
podl’a krutosti
ViZenie zvierat Kratkodoby mierny stres sposobeny Slaba
manipuldciou. Trvanie 1-2 minuty.
Kratkodoba fixacia Standardn4 metéda. Kratkodoby mierny stres | Slaba
a intraperitonealna sposobeny manipulaciou a obmedzenim
injekcia anestetik pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekund.
Nésledne sa vykona perfuzia s roztokom PBS.
Transkardidlna perfazia | Standardnd metdda. Zviera sa v celkovej Stredna
anestézii transkardidlne perfunduje
Standardnym roztokom.
Celkové hodnotenie krutosti Studie Stredna
ZohPadnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulécii so zvieratami sa budt dodrZiavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude
zaobchddzat humdénne a nebude sa im vyvijat' prebytodny stres. Zvieratd si chované v
podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym potrebam. Starostlivost’ o zvierata
zabezpeluju osoby, na ktoré si zvieratd zvykli. V zverinci je denne kontrolovany a monitorovany
zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch zmien zdravotného stavu veterindmy lekér

upovedomi veduceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit’ zviera z experimentu a pristapit’ k
huméannemu usmrteniu zvierat’a.
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Redukcia: V navthovanych experimentoch budeme vyuzivat' zvieratd z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval poet pokusnych zvierat. Transgénne potkany budi kriZené iba v podtoch
nevyhnutnych pre ziskanie potrebného mnoZstva idajov. Navrhované poéty zvierat su nevyhnutné
pre spolahlivé Statistické vyhodnotenie vysledkov a predstavuju predpokladané maximalne podty;
akonéhle sa podari ziskat’ dostatodné mnoZstvo dét, zvy$né zvieratd nebudii pouZité.

Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost’ dejov odohrivajucich sa v l'udskom mozgu, sidasna
troven vedeckého poznania neumoZiiuje nahradit’ poznatky ziskané zo Zivého mozgového tkaniva
animalnych modelov za poznatky, ktoré pochadzaju z in vitro experimentov. Pokusy st navrhnuté
v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahujii na pracu s laboratérnymi
zvieratami.

Zisada nahraditelP’nosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metédy sme pouzili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nena$li Ziadnu alternativnu
metodu, ktord by sme mohli pouZit' vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach. Zvierata nebudu vystavené opétovnému pouzZitiu ani kumulativnemu t&inku.

Utrpenie versus prinos
Zvieratd v danom experimente nebudi vystavené utrpeniu, vietky odbery tkaniv sa uskuto&nia

v hlbokej anestézii, zktorej sa uZ zvieratd neprebudia. Vysledky ziskané z planovaného
experimentu mdZu vyznamne napomdct’ pri vyvoji novych terapeutik pre neurodegeneracie.

Zatiatok pokusu je planovany na 23.4. 2019 a bude sa realizovat’ do 31.12. 2021.

Zvieratd nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné postdenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).
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Nazov projektu: Imunoterapia Alzheimerovej choroby: testovanie u&innosti aktivnej
a pasivnej vakciny

Klidové slova v projekte: Alzheimerova choroba, imunoterapia, imunizacia, d4vka imunogénu
Ukel projektu: Zékladny vyskum

Podrobny udel postupu:

V populécii stipa kazdy rok podet pacientov s Alzheimerovou chorobou. Suéasna terapia je
zamerand na symptomatické potladenie ochorenia a podporné mechanizmy, ale neriesi kauzalny
pristup. Aj preto sa v su¢asnosti hl'adaju nové pristupy a spdsoby terapie, ktoré by vedeli ovplyvnit
molekuldrne mechanizmy zodpovedné za prepuknutie a progres ochorenia. Jednym z moznych
terapeutickych pristupov je pasivna a aktivna imunoterapia Alzheimerovej choroby. Pri vyvoji
vakein je dolezité stanovit’ optimalnu dévku, ktora by mala vyvolat’ protektivnu protildtkova alebo
bunkovi imunitnii odpoved’. Z uvedeného dovodu je vztah ,,dose-response® dolezitym kritériom
pripravy efektivnej vakciny ¢&i uz bunkového alebo protilatkového typu.

PredloZeny projekt ma za ulohu testovat’ udinnost’ aktivnej a pasivnej vakciny na transgénnych
mysich modeloch Alzheimerovej choroby. Pri testovani aktivnej vakciny budeme sledovat vplyv
velkosti davky vakeiny na hladinu indukovanych protilatok a terapeuticki G¢innost’ vakciny.
Zvieratdm bude v 4 tyZdiiovych intervaloch subkutinne aplikovand vakcina (imunogén) s cielom
vyvolat' dostatoni hladinu protilatok navodzujticu terapeuticky efekt. Pri testovani pasivnej
vakeiny (mySia monoklonové protilatka) budeme sledovat’ vplyv davky na terapeuticka U&innost’
vakciny u transgénnych mysi. Monoklonovd protilitka  bude zvieratam aplikovana
intraperitoneélne v dvojtyzdiiovych intervaloch.

Pred dosiahnutim termindlneho $tddia zvierat (v zavislosti od pouZitia linie ajej preZivania, 1
mesiac pred plénovanim usmrcovanim zvierat) budi zvierats testované v behavioralnych testoch -
Morrisovo vodné bludisko, test rozpozndvania objektu, catwalk.

Dva tyZdne po poslednej davke (po ukonéeni imunizaénej schémy) sa zvieratdm odoberie krv z
ofn¢ho splavu v l'ahkej isofluranovej anestézii. V jednotlivych sérach bude stanovovand hladina
Specifickych protilatok, ktoré boli indukované aktivnou vakcinou a tiez kvantifikované mnoZstvo
volného tau proteinu v kivi. Celkovy objem odobratej krvi od kazdého zvierata neprekroci
stanovené normy. Po odbere krvi budi zvierata transkardialne perfundované v celkovej anestézii na
ziskanie mozgového tkaniva. Mozgové tkanivda budii pouZité na imunohistochemicki
a biochemicku analyzu terapeutického efektu vakeiny (kvantifikdcia patologickych $§truktir tau a
sarkozyl-nerozpustnych foriem tau proteinu v mozgu).

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Prestudovali sme v3etky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoznili v danom experimente
nahradit’ zvierata za iny biologicky testovaci systém. Na selekciu optimalnej davky vakciny a jej
terapeutického ¢inku je viak nevyhnutné pouZit' imunitny systém transgénnych zvierat. Na tento
typ experimentov pouZijeme transgénne mysi exprimujice rdzne formy tau proteinov. Pokusy st
navrhnuté v sulade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pracu s
laboratérnymi zvieratami.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty
-transgénna my$§(samicka, samec) 240

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondvania projektu
Zvieratd po injekcii imunogénu si monitorované av pripade neadekvétnej reakcie — vyrazna
triaSka, apatia, upovedomi sa veterinirny lekér a veduci experimentu a po posudeni zdravotného
stavu sa rozhodne o human end point.
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Vakcindcia nemd kumulativny 1¢inok, zvySuje sa len miera imunitnej odpovede po

niekol’kondsobnom podani.
Pred zaCatim experimentu su zvieratd handlované, aby si privykli na experimentétora a redukovali

sme stres zvierat.

Human end point:

Prejav Skore

1| Akykol'vek stav vedici k dihotrvajicej alebo nezvratnej neschopnosti | 0] 1 3
prijimat’ potravu alebo vodu (dlhodob4 nehybnost’,letargia...)

2| Stavy, ktoré poukazuji na silnd bolest, strach alebo utrpenie | 0|1 3
(autoindukovand trauma, hrbenie, vokalizicia, abnormilne pohyby,
otvorené rany,...)

3 | Rychla alebo pretrvivajuca strata hmotnosti (>15% o¢akivanej hmotnosti) | 0| 1 3

4| Zovseobecnené zniZenie starostlivosti a abnormalny vzhPad poéas dlhého | 0] 1 3
¢asového obdobia (najezena srst’, rozsiahla alopécia,...)

5 | Tazké alebo pretrvavajice t'azkosti s dychanim 01 3

Hodnotenie:
0 - bez priznakov
1 - mierny priznak

2- stredne silny priznak / konzultacia s veterindrnym lekarom

3- silny priznak -eutandzia
Kazdy znak sa zhodnoti na ziklade bodovania 0-3, pri¢om 0-bez priznakov, 3- silny priznak.

Vysledné skore je suctom jednotlivych pozorovanych priznakov.

Kazdé zviera, ktoré bude prejavovat’ stredne silny priznak bude presunuté do klietky s
neobmedzenym pristupom ku krmivu a tekutinam, bude neustale monitorované a jeho stav bude

konzultovany veterindrnym lekédrom. Kazdé zviera prejavujtce silny priznak v ktoromkol'vek

prejave, pripadne pri stiéte bodov viac ako 8, bude vyradené z experimentu a humanne usmrtené.

Manipulicia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera Zaradenie
postupu podPa
krutosti
ViZenie zvierat Kratkodoby mierny stres sposobeny Slab4a
manipuléciou. Trvanie 1-2 minuty.
Kratkodoba fixacia Standardna metoda. Kratkodoby mierny stres Stredna
a intraperitonealna sposobeny manipuldciou a obmedzenim
injekcia (kazdé 2 pohybu. Opakované aplikécia. Trvanie 0.5-1
tyzdne)/pasivna minuta.
imunizacia
Kratkodoba fixdcia Standardna metoda. Kratkodoby mierny stres Stredna
a subkutanna injekcia spésobeny manipulaciou a obmedzenim
(1x za mesiac)/aktivna pohybu. Opakovana aplikacia. Trvanie 0.5-1
imunizacia minuta.
Behavioralne testovanie Morisovo vodné bludisko, catwalk, test Slaba
rozpoznavania nového objektu.
Pred zalatim testovania su zvierata handlované,
aby sa minimalizoval stres. Bolest’ slaba.
Stav zvierat pocas Nepredpokladame nepriaznivé uginky, zvierata Slaba-
obdobia preZivania reaguju na podanie imunogénu dobre. Bolest’ stredna

slaba az stredna.
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Odber krvi Standardna metéda. Zviera sa v sedécii fixuje za Stredna
(retroorbitalny plexus) koZnu riasu na krku, sklenena kapilara sa jemne
zasunie do vnutorného o&ného kitika a
krazivym pohybom sa mierne narusi
retroorbitalny plexus. Kratkodoby mierny stres
sposobeny manipuldciou a obmedzenim
pohybu. Bolest’ slaba aZ stredna. Trvanie max. 1

mintta.
Transkardialna Otvorenie hrudnej dutiny a zavedenie ihly do Stredna
perfiizia v celkovej l'avej komory srdca. Cez ihlu bude prenikat’ do
anestézii celého tela zvierata roztok PBS s heparinom.
Bolest strednd
Celkové hodnotenie krutosti §tadie Stredna

Zohladnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budu dodriavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat
huménne a nebude sa im vyvijat prebytodny stres. Zvieratd si chované v podmienkach
vyhovujucich ich fyziologickym a sociologickym potrebam, v klietkach s obohatenim prostredim.
Starostlivost’ o zvieratd zabezpefuju osoby, na ktoré si zvierata zvykli. V chovnom zariadeni je
denne kontrolovany a monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch zmien
zdravotného stavu veterinarny lekér upovedomi vediiceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit
zviera z experimentu a pristlpit’ k humannemu usmrteniu zvierat'a.

Vakcindcia nemd kumulativny G&inok, zvySuje sa len miera imunitnej odpovede po
niekolkondsobnom podani. Bezprostredne po aplikécii mézeme u niektorych jedincov pozorovat’
miernu apatiu alebo naopak zvySent aktivitu, ktora odzneje v priebehu par minat. Pri
pretrvavajucich priznakoch (triadka), zviera oddelime a umiestnime na vyhrevnu podloZku az do
zotavenia. V pripade vytvorenia rdn v mieste vpichu ranu ofetrime pripravkom Betadine a v
nasledujucich dfioch pozorujeme. V pripade vyskytu mokvajicich rdn, miesto vpichu oetrime
dermalnou mastou Kalcium Panthotenicum a izolujeme, aby sme zabranili d’al$iemu poraneniu
zvierat'a ostatnymi zvieratami.

V Case zaCatia imunizalnej schémy zvieratd nevykazuju fenotyp. Transgénne linie prejavuju
fenotyp aZ v termindlnom $tadiu, tj. posledné tyzdne, patologia sa hodnoti predovsetkym post
mortem — pritomnost’ neurofibrilarnej patologie

Pred zadatim experimentov, si zvieratd handlované aprivykajl si na experimentatora.
Intrakardidlna perfuzia sa vykonava v celkovej anestézii.

Redukeia:

Stanoveny po€et zvierat je minimalizovany v &o najvy$$ej moZnej miere a zdrovei zabezpedujuci
Statisticka relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Stanoveny poCet zvierat sa opiera o nale
predchadzajiice experimenty. Ukézalo sa, Ze podet zvierat v skupine mensi ako 20 nie je dostato¢ne
Statisticky relevantny, ked’Ze aj u zvierat sa vyskytuje ur&itd miera variability, predov§etkym pre
analyzu behaviordlnych testov je nevyhnutné pouZitie vyssieho poCtu zvierat pre jednotlivé
skupiny.

Nahradenie:

Sucasnd uroveii vedeckého poznania neumoZiiuje testovat’ efektivnost vakcin (pasivnych aj
aktivnych) v in vitro podmienkach. Z legislativneho hladiska nie je mozZné dany experiment
vykondvat’ priamo na Pud’och, bez predchddzajticeho otestovania na laboratdrnych zvieratéch.

Zasada nahraditel’nosti zvierat
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V medzindrodnych registroch alternativnych metéd sme nenagli Fiadnu vhodnu metddu, ktora by
sme mohli pouZit' v projekte tak, aby sme nemuseli vykonavat experimenty na laboratérnych
hlodavcoch. Zvierata nebudi vystavené opitovnému pouzitiu ani kumulativnemu tG&inku.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudi vystavené utrpeniu. Zvieratd dostavaju nizke davky
netoxickej monoepitopovej vakciny alebo nizke davky protilatky, ktoré nespOsobuju Ziadnu
nebezpetnu reakciu, ktord by viedla k poskodeniu organizmu. Subkutinna aj intraperitonealna
aplikacia vakeiny trvd niekol’ko sekund. Odber krvi sa vykonava na sedovanych zvieratach. Po
odbere krvi budi zvierata transkardidlne perfundované v celkovej anestézii s naslednym odberom
mozgového tkaniva. Ziskané informécie z predkladaného experimentu vyznamne napomdzu pri
vyvoji efektivnej vakciny zameranej na lie¢bu l'udskych neurodegeneraénych ochoreni.

Zactiatok pokusu je planovany na na 23.4.2019 a bude sa realizovat’ v priebehu dvoch rokov, do
31.12.2021.

Zvieratd nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spitné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 7.z.).
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Nazov projektu: Sledovanie ucinnosti vakciny na animilnych modeloch exprimujiicich
infekéné formy tau proteinu

KPucové slova v projekte: Alzheimerova choroba, tauopathy, spreading tau, tau proteom

Ukel projektu: Zikladny vyskum

Podrobny udel projektu:

Dany projekt nadvdzuje na nd§ predchadzajici, uZz schvaleny projekt, cielom ktorého bolo
identifikovat’ jednotlivé kmene infekénych foriem patologicky pozmeneného proteinu tau, ktoré st
zodpovedné za Sirenie neurofibrildrnej patolégie v mozgu pacientov postihnutych
neurodegeneranymi tauopatiami (napr. Alzheimerova choroba). Ked'ze patologicky pozmeneny
protein tau je tvoreny stovkami rdznych kmeilov, z ktorych pravdepodobne len niektoré disponuju
infekénymi vlastnostami, je nevyhnutné identifikovat’ prave tie, ktoré sa dokéu &irit' v mozgu a v
tomto procese navodzovat’ neurofibrilarne zmeny. Tieto poznatky je moZné ziskat po vpraveni
presne ocharakterizovanych kmeilov proteinu tau do mozgu experimentilnych mysi a sledovat’
Sirenie jednotlivych kmetiov v animalnom modeli.

Pre Gely projektu sa bude pouZivat' mozgové tkanivo pacientov postihnutych Alzheimerovou
chorobou (AD) a d’al8imi tauopatiami (Pickova choroboa PiD, Progresivna supranukledrna obrna
PSP, Kortikdlna degenerdcia CBD) popripade mozgové tkanivo transgénnych modelov. Ludské
alebo animalne izoldty budi nasledne rozdelené do jednotlivych frakcii, z ktorych ziskame na
zéklade velkosti rozne kmene tauénov. Takto pripravené formy proteinu tau budu vpravené do
mozgovej kdry a hipokampu, pripadne aj do inych Sasti mozgového tkaniva animalnych modelov.
Budu sa vyuZivat' transgénne aj netransgénne my3acie linie, ked’Ze je silny predpoklad, Ze rdzne
kmene maju v jednotlivych linidch rozdielny potenciél vyvolat' $irenie neurofibrilarnej patologie.
Na zéaklade vysledkov v predchadzajiicom projekte, kde sa nam podarilo vytvorit’ patolégiu v nami
uréenej oblasti mozgu (hipokampus) a taktiez vyvolat’ Sirenie neurofibrilarnej patolégie v mysacich
modeloch, hlavnym ciefom tohto projektu bude pouZit’ tieto nami vytvorené modely na testovanie
GCinnosti aktivnej a pasivnej vakciny, ktoré su jednym z moZnych terapeutickych pristupov pri
lietbe Alzheimerovej choroby.

Opodstatnenost’ pokusu a pouzitie zvierat v pokuse

Ked'Ze progres neurodegeneratnych zmien prebiehajiicich v mozgu pacientov postihnutych
niektorou z tauopatii, ako aj ziskanie kompletnej imunitnej odpovede mozgu na podnet, akym je
pritomnost’ infek&nych foriem proteinu tau, nie je mozné simulovat v podmienkach in vitro,
animalne modely pre nis ostavaji aj nad’alej jedinou mo#nou variantou schopnou poskytnut’ udaje,
ktoré sa v &o najvaciej miere priblizuju procesom odohravajicim sa v mozgu pacientov. Jednotlivé
formy proteinu tau budi ocharakterizované a vpravené do mozgovej kéry a hipokampu
experimentdlnych mysi. Takymto spdsobom identifikujeme kmene, ktoré su schopné infikovat
neurédny a §Sirit’ sa v mozgu.

Po vpraveni izolatov a vyvolani $irenia sa neurofibrildrnej patologie budd tieto nami vytvorené
modely nasledne pouZité na sledovanie u¢innosti aktivnej a pasivnej imunizécie.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:

Predpokladané priblizné pocty zvierat na planované trvanie projektu:

Transgénna my$ (samicka, samec) 400ks

V3etky experimentdlne zvierata pouzité v projekte budu geneticky modifikované zvierata.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramei vykondvania projektu

VS8etky navrhované experimentélne postupy pouZivaju $tandardné zavedené minimalne invazivne
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zakroky, ktoré minimalizuji nepriaznivy dopad na experimentélne zvieratd. V priebehu
pooperacnej starostlivosti budi zvieratim podavané analgetikd na zmiernenie slabej az strednej
bolesti. Potas obdobia preZivania budi zvieratd denne kontrolované a podla potreby im budu
podévané analgetika. Zvierata pripravované na behavioralne testovanie buda dosledne handlované,
trénované a monitorované, aby sa minimalizoval stres v priebehu tréningu a experimentu. Iba
zvieratd zotavené po stereotaktickej aplikcii, bez priznakov bolesti a zndmok infekcie, budu

pouZzité na imunizaciu.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika postupu

Vplyy na zviera

VaZenie zvierat

Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipuléciou. Bolest’
slabd. Trvanie 1-2 minty.

Kratkodoba fixicia
a intraperitonedlna injekcia
anestetik

Standardné metéda. Kritkodoby mierny stres spdsobeny
manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba.
Trvanie 30 sekund.

Stereotakticka aplikacia v celkovej
anestézii

Standardna metda. Nastrihnutie koZe na hlave (1cm
rana), vyvrtanie malého otvoru do lebky (1mm), aplikécia
izolatu do cielenej oblasti mozgu, zositie rany. Po-
operacna bolest’ bude utlmend analgetikami. Trvanie 1-60
minut. Bolest’ stredna.

Stav zvierat po stereotaktickej
aplikacii izolatu do mozgu

Zvieratd reaguji vel'mi dobre na intracerebralnu aplikéciu.
Pooperacnd bolest’ je timena analgetikmi.
Bolest’ slaba aZ stredna.

Aktivna imunizacia/kriatkodoba
fixacia a subkutinna injekeia (4-6x
v mesaénych intervaloch)

Standardnd metoéda. Zviera sa fixuje za koZnu riasu na
krku. Kritkodoby mierny stres spdsobeny manipulciou
a obmedzenim pohybu. Opakovana aplikacia. Bolest
stredné. Trvanie 1 mindtu.

Pasivna imunizicia/ kratkodoba
fix4cia a intraperitonealna injekcia
(8-12x v 2-tyzdiiovych intervaloch)

Standardna metdda. Zviera sa fixuje za koZn1 riasu

v chrbtovej polohe. Kratkodoby mierny stres spdsobeny
manipulaciou a obmedzenim pohybu. Opakovand
aplikicia. Bolest’ strednd. Trvanie 1 minftu.

Stav zvierat po injekcii

Zvieratd mdZu byt mierne stresované v ddsledku aplikacie
subkuténnej/intraperitonealnej injekcie. Z doterajsich
skusenosti po¢as experimentu zvierata na podanie
imunogénu reagovali dobre, neboli zaznamenané
nepriaznivé vplyvy na zvierata. Bolest’ slaba.

Behaviorilne testovanie

Morrisovo vodné bludisko, catwalk, Test rozpoznavania
nového objektu.

Pred zacatim testovania su zvierata handlované, aby sa
minimalizoval stres. Bolest’ slaba.

Stav zvierat poé¢as obdobia
preZivania

Nepredpokladdme nepriaznivé uéinky, zvierata reaguju na
podanie imunogénu dobre. Bolest’ slabé aZ stredna.

Odber krvi
(retroorbitalny plexus)
v ahkej isofluranovej anestéze

Standardna metoda. Zviera sa po uvedeni do slabej
inhala¢nej anestézie fixuje za koZnu riasu na krku,
sklenen4 kapilara sa jemne zasunie do vniitorného
o¢ného kutika a kruzivym pohybom sa mierne narus{
retroorbitalny plexus. Kratkodoby mierny stres

spdsobeny manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’
slabd. Trvanie max. 1 mingta.

Transkardidlna perfizia zvierat

Standardna metdda. Zviera sa v celkovej anestézii

2
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transkardidlne perfunduje §tandardnym roztokom (PBS s
heparinom, PFA).Prebehne v celkovej anestézii, z ktorej sa
zviera uZ neprebudi. Bolest’ stredna

Celkové hodnotenie krutosti Stredna

Zjemenie: Pri manipulécii so zvieratami sa budu dodrziavat’ interné $tandardné pracovné postupy.
So zvieratami sa bude zaobchddzat’ huménne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Zvierata
budi chované max. v poéte 5 zvierat na chovnu nadobu v podmienkach vyhovujicich ich
fyziologickym a sociologickym potrebdm. Starostlivost’ o zvieratd zabezpeduju osoby, na ktoré si
zvieratd zvykli. V zverinci je denne kontrolovany a monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat.
Chirurgické zakroky budu prebichat’ v celkovej anestézii, po jej ukonéeni budti zvieratdm podévané
analgetikd na tlmenie bolesti, intrakardidlna perfuzia s roztokom PBS a 4% paraformaldehydom
prebehne tieZ v celkovej anestézii.

Zdravotny stav kazdého zvierata bude hodnoteny pri kaZdom pozorovani na zaklade hlavnych
Styroch znakov:*letargie (lethargy), hrbenia (hunching), najezenej srsti (piloerection), straty véhy
>15 % ocakavanej hmotnosti (weight loss). Hodnotenie jednotlivych znakov je uvedeny v tabulke
human end point.

Pri prejavoch zmien zdravotného stavu veterinarny lekar upovedomi veduceho experimentu o
pripadnej potrebe vyradit’ zviera z experimentu a pristapit’ k humannemu usmrteniu zvierata

Redukcia: V navrhovanych experimentoch budeme vyuZivat' zvieratd z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval poet pokusnych zvierat. Transgénne mysi budt kriZené iba v po&toch nevyhnutnych
pre ziskanie potrebného mnoZstva tidajov. Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v &o
najvysSej moZnej miere a zarovefi zabezpedujici Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkovs

Nahradenie: Vzhladom na komplexnost’ dejov, ktoré sa odohravaju v Pudskom mozgu, nie je
mozné sledovat’ $irenie infekénych foriem proteinu tau v in vitro podmienkach a zaroven ziskat’
vysledky, ktoré by €o najvernejSie odzrkadlovali tieto procesy. Takisto nie je moZné sledovat
biologicku u¢innost’ peptidového imunogénu v in vitro podmienkach. Z etického a legislativneho
hladiska nie je mozné dany experiment vykondvat’ na huménnych pacientoch.

Zasada nahraditel’nosti zvierat
Pre hladanie alternativnej metody sme pouZili nasledovné registre medzinirodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nena$li Ziadnu alternativnu

metddu, ktora by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat experimenty
na zvieratéch.

Utrpenie versus prinos

PriCina Alzheimerovej choroby a pribuznych tauopatii zostdva neznama. Na pochopenie kompletnej
patogenézy tychto neurodegeneraénych ochoreni je nevyhnutné pochopit’ kompletnu kaskadu dejov
a ich spustatov. Je znime, Ze neurofibrilarna patolégia sa $iri vmozgu pacientov v &asovo
a anatomicky definovanych sekvencidch, aviak konkrétne kmene patologicky pozmeneného
proteinu tau zodpovedné za infekéné vlastnosti a schopnosti $irenia neboli doposial’ identifikované
a charakterizované. Predpokladany prinos projektu zahfiia identifikdciu kmefiov s infekénymi
vlastnostami a schopnost'ou $irenia v mozgu pacientov s Alzheimerovou chorobou a tieZ popisanie
vplyvu urovne neurozapalu na irenie neurofibrilarnej patologie.

Identifikované infekéné kmene tau proteinu (schopné vyvovlat’ a §irit' neurofibrilarnu patologiu)
budui vpravené do mozgu experimentalnych zvierat a nasledne budeme sledovat’ u&innost vakciny

na tychto zvieratich, ako moZny terapeuticky prostriedok v boji proti neurodegenerativnym
ochoreniam.
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Pocas vSetkych konov eliminujeme stres a utrpenie zvierat, t. z. vietky tkony na zvieratach, ako
intracerebrélna injektadZ a perfuzia, budi prebiehat’ v uplnej anestézii a po prebrati z anestézie budd
zvieratdm podévané analgetika.

Zatiatok pokusu je planovany na 20.4.2019 a bude sa realizovat’ po¢as nasledujtcich troch rokov,
do 31.12.2021.

Zvierata nebudi vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné posudenie (podla Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU C. 39

Nazov projektu:
Meranie telesnej teploty u kralikov za pouZitia podkoZného snimaca teploty - loggera STAR ODDI
DST micro-T s néslednou aplikaciou vyvijanej modifikovanej ocCkovacej latky celobuneénej

absorbovanej vakciny proti zaskrtu, tetanu a &iernemu kaslu.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4 0 6 Z // O? -'22 4/ g

KTl'ic€ové slova v projekte: kralik, imunita, Bordetella Pertussis, o¢kovacia latka

Ukel projektu: Translatny vyskum/Vyvoj, vyroba alebo testovanie kvality, Gi¢innosti a bezpe&nosti
liekov

Ciel’ projektu pokusu, predpokladana ujma a prinosy:

Kralik doméci je najvhodnejsi zvieraci model na testovanie pyrogénnych latok a imunogenicity po
podani celobunkovej vakcine proti zagkrtu, tetanu a Siernemu kasl'u (Bordetella Pertussis). Udava sa,
Ze kréalik domdci je porovnatelne citlivy na podanie oCkovacej latky ako diet’a. Aktualne vakcina&né
programy vo vyspelych krajindch zahfiiaji prevazne vakcinciu polyvalentnou DTPaP vakcinou, ktora
zahfiia aj vakcinu proti toxinu baktérii Bordetella Pertussis. V minulosti bolo pouzivanie celobuneéne;j
vakeiny proti ¢iernemu kasl'u vytladené aktuélne pouzivanou acelularnou vakeinou, z dévodu &astého
vyskytu neZiadicich G&inkov ako hortidka a febrilné kite a naslednej silnej antivakcina¢nej lobby.
Vyvijana celobunkova vakcina proti za$krtu, tetanu a &iernemu kadlu, ktord bude aplikovana v tomto
projekte, bude obsahovat’ geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella
Pertussis a je formulovana pomocou aluminium hydroxid nosica tak, aby poskytovala maximalnu
imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce acinky typu zvysenie teploty.

Ukelom skusky je ur€it’ telesnti teplotu u kralikov za pouzitia podkozného snimaca teploty — loggera
s naslednou aplikdciou otkovacej latky proti zadkrtu, tetanu a Giernemu kailu. Pre porovnanie
s vyvijanou otkovacou latkou budeme pri skaskach pouzivat’ 2 skupiny kontrolnych zvierat: zvierata
vakcinované nemodifikovanou celobune&nou vakcinou proti DTP a zvierata, ktorym bude podany
fosfatom timeny fyziologicky roztok- PBS.

Ciel’om projektu je sledovat u kralikov zvySovanie sa telesnej teploty pouzitim podkoZnych snimacov
teploty - STAR ODDI DST micro-T po podani testovaného pripravku a kontrolnych pripravkov.
Snimac telesnej teploty bude umiestneny kontralateralne za lopatku do operagne vytvorenej podkoznej
kapsy. Kréliky budi v celkovej anestéze. Anestézu vykond zmluvny veterinarny lekar. Pri navrhu
skiasky vychadzame z dostupnych publikécii, ktoré pojednéavajii o pouziti kralikov pri teste celobuneéne;
vakeiny proti Bordetella Pertussis na pyrogény (Verwer ef al., Reducing variation in a rabbit vaccine
safety study with particular emphasis on housing conditions and handling, Lab. Anim. 2009, 43: 155,

Kaaik et al., Nonclinical vaccine safety evaluation: advantages of continuous temperature monitoring
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using abdominally implanted data loggers, J. Appl. Toxicol. 2013; 33: 521-526; Dias et al, An improved
whole pertussis vaccine with reduced content of endotoxin, Human vaccines and immunotherapeutics,
9:2, 339 — 348, February 2012). Podla tychto publikovanych §tudii, narast teplét u krélikov bol
pozorovany v rozmedzi 5-12 hodin po podani celulérnej vakeiny s najvy$sim narastom tepldt pri 8
hodindch od podania. Z tychto publikécii zaroveit vyplyva, Ze vzostup teplot je pomerne nizky v
rozmedzi cca 0,5-1°C. Ddlezitd Glohu pri celom teste hra jemna manipuldcia so zvieratami a navyk
kralikov na personal a procediry, ktoré st na nich polas skisky vykonavané. Nevhodné zaobchidzanie,
¢i nové stimuly totiz moézu navodit’ stresovy stav a vzostup telesnej teploty kralikov, &o povedie k
skresleniu vysledkov skasky.

Prinosy z vykonaného projektu:

Novo vyvijana celobunkové vakcina proti zagkrtu, tetanu a Siernemu ka3lu, ktora bude aplikovana
v tomto projekte obsahuje geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella
pertussis a je formulovana pomocou adjuvansu aluminium hydroxid tak, aby poskytovala maximalnu
imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce acinky typu zvySenie teploty. Prinos z aplikacie
podkoznych snimadov je mnohondsobny oproti potrebe merat’ teplotu kralikom rektalne. Nie je
mozné, aby kraliky pomocou rektalnych sond (teplomerov) boli sledované takmer dva dni neprestajne
aby sme ,nezmeskali“ nastup a odznenie zvySenia telesnej teploty odozvou imunitného systému na
posobenie modifikovanej ogkovacej latky.

Poznatky ziskané rieSenim projektu prispejii k celosvetovému poznaniu vakcindcie proti &iernemu
kaslu.

Predpokladana ujma na pouzité zvierata v ramei vykonaného postupu:

V projekte budeme vykonavat operaény zakrok aplikdcie podkozného snimada telesnej teploty
a parenteralnu aplikaciu testovaného pripravku a kontrolnych pripravkov. Mézeme predpokladat ujmu
ako zalervenanie, zapal, opuch v mieste operaéného pola a v mieste aplikécie testovacieho pripravku

a kontrolnych pripravkov mézeme pozorovat’ postvakcinani hréku, bolestivost, zvySend teplota

v mieste vpichu, opuch.

Charakteristika postupu Vplyv na zviera Zaradenie podl’a krutosti
VaézZenie zvierat Kratkodoby mierny stres slabé
Kratka fixacia pri aplikécii Kratkodoby mierny stres slabe
Jednorazova i.m. aplikécia test. Kratkodobé obmedzenie, bolest’ slabé
latky slaba
Opakovana i.m. aplikacia ATB Kratkodobé obmedzenie, bolest’ stredné
a analgetik strednd
Aplikacia podkozného snimaga Chirurg. zakro!( M celkovej stredné

anestezil
Rekonvalescencia po V pripade bolesti podavanie .
o . , slabé
chirurgickom. zakroku analgetik
Zvysena telesna teplota pripadne,
Testovanie ockovacej latky mozny nastup zavazného kruté
L ochorenia vediiceho tihynu

Predpokladan droven krutosti:

Kruté
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Pocet a druh pokusnych zvierat

Kralik doméci, samice, 40 ks zvierat pre testovanie kaZzdej vyrobenej Sarze RALDITEPERY.

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanoveny pocet zvierat predstavuje limit, ktory Je nevyhnutny pre ziskanie dostatoéného poétu
vzoriek pre validné vyhodnotenie vysledkov zmien v vzostupe telesnej teploty u kralikov po podani
ofkovacej latky. Nie je mozné nahradit’ postup na zvieratach in vitro testami na bunkovych liniach.
So zvieratami budii zaobchadzat’ zaskolené osoby s dlhoroénymi praktickymi sk(isenostami. Zasada
zjemnenia bude dodrZiavand v plnej miere odo dita dodavky zvierat do zvieratnika. Podas karantény
prejdu zvieratd procesom handlingu. Pri Standardnej dennej jemnej manipuldcii si zvykni na
pritomnost’ ¢loveka a na bezné denné procediiry (&istenie, kfmenie, nap4janie, kontrola zdravotného
stavu). Po operaénom zakroku bude zvieratdm poskytnutd maximalna starostlivost, v pripade potreby
aj nasledné podavanie analgetik. Humane end point nastane v pripade zhor§eného zdravotného stavu
zvierata s prejavmi bolesti, pripadne ubytku hmotnosti o viac ako 25% alebo podla dosiahnutého
prisludného skére vo vypracovanom Humane end point. Postup bude ukon&eny a pod dohladom

zmluvného veterinarneho lekara zvieratd usmrtené.

Pro;ekt bude podliehat’ opatovnemu schvaleniu: dno  nie

/
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Netechnického zhrnutia projektu

Nazov projektu: VyuZitie reguldcie angiotenzinovych receptorov v neuroprotekcii po traumatickom
poraneni miechy.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4 06[// @“ 12 '7/3

Kli¢ové slova v projekte ( max 5 slov): traumatické poranenie miechy, AT1 receptor, AT2 receptor,
neuroprotekcia.

Ucel projektu®: Zdkladny vyskum
Translagny alebo aplikovany vyskum
Regulacné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich daléieho pouZivania
v postupoch

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

Traumatické poranenie miechy predstavuje vazny medicinsky problém, ktory vyrazne
ovplyviluje kvalitu Zivota postihnutych jednotlivcov. Intenzivny vyskum mechanizmov
poskodenia miechy priniesol v poslednych rokoch mnoZstvo slubnych terapii, ale vysledky
klinickych skusok boli prevazne negativne a Ziadna z nich nebola uplne akceptovana pre ich
uplatnenie v klinickej praxi. Rozsah sekundarneho poSkodenia je pre mnohych pacientov
limitujucim faktorom, ktory ovplyviiuje funkéni obnovu. Nasa stratégia v lieGbe traumou
poskodenej miechy spoiva na potladeni sekundérneho poSkodenia prostrednictvom
simultinnej stimuldcie AT2 receptorov a blokovania AT1 receptorov.

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

PotlaCenie sekundérneho poskodenia miechy po mechanickej traume umozni zachovat’ viadsie
mnozstvo nervového tkaniva, &im sa vytvoria lepsie podmienky pre regeneraciu a néslednd
obnovu nervového tkaniva, a tym funkcie miechy. V experimentoch buddi merané indikéatory
axonalneho rastu, angiogenézy, pro-zapalové markery, aktivacia mikroglie a astrocytov,
infiltrdicia ~ makrofagov, a  kvantifikicia demyelinizicie, = meylinizovanych a
nemyelinizovanych axénov, rostro-kauddlna dizka a objem poskodenia, mnoZstvo
zachovaného tkaniva, a tieto vysledky budu korelované s funk&nou obnovou miechy. Ked'Ze
doteraz neexistuje U¢inna terapia v poskodeni miechy, aj maly pokrok by posunul modernt
traumatoldgiu o velky krok dopredu.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné potty:



V experimentoch budu pouZité dospelé laboratorne potkany (védha 250-320g) kmeiia Wistar
samice v pocéte 224ks na celtt dobu rieSenia.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouiité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Kompresia miechy bude uskuto¢nena za celkovej inhaladnej anestézy z jej dorzalnej strany,
ale tlak na miechu vyvola poskodenie, ktoré sa rozdiri aj do okolia. Tym sa porusia zakladné
motorické reflexy, ktoré zabezpetuju stdlu adapticiu dizky svalu na pohyb, dalej
polysynaptické reflexy, ktoré ukondujii kontrakcie vyvolané napinacim reflexom
a exteroceptivne reflexy, ktoré vznikaju dré?denim receptorov uloZenych predovietkym
vkozi. Tieto reflexy budi po traumatickom poraneni miechy zachované iba &iastolne.
Zvierata by mali byt’ po prebrati z anestézy schopné pohybu za pomoci prednych labiek, ize
schopné sa sami napit’ a nakimit’. Ked'Ze zvieratd budt po operacii pocitovat’ bolest, bude im
potrebné aplikovat’ analgetikd. Sprievodnym javom vykonaného postupu traumatického
poranenia miechy je prechodnd dysfunkcia mo€ového mechira. Postupne u zvierat dochadza
k obnove tejto funkcie ado 3 tyZditov (podla doterajich skisenosti) su vietky zvieratd
schopné mocit’ samostatne. V priebehu 4 tyzdiiov bude zvieratdm opakovane podavany
stimulator AT2 receptorov (i. p.) a blokator AT1 receptorov (s. c.) a vykonavané behavioralne
testy.

Predpokladana uroven krutosti:
Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznagit ako , krut4*.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre¢o sa nemédze pouZit alternativha metéda
bez pouZitia zvierat)

Poranenie miechy ako aj nasledna regenerécia su procesy dynamické, tazko predvidatelné a
zavisiace na mnohych faktoroch. Ztychto dévodov nie je mozné uskutonit dané
experimenty alternativnym spésobom bez pouZitia zvierat. Okrem toho, pokus nie je mozné
vykonat' alternativnym spdsobom, pretoZe sa na konci experimentov je potrebné urobit’
testovanie neurologickej funkcie zadnych kongatin, ktorého vysledky odzrkadl'ujui rozsah
patofyziologickych t¢inkov poskodenia.

2. Redukcia poétu zvierat:
(zd6vodnenie pouZitia uréeného poétu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouZil minimalny moZny poéet zvierat)

Polet 239 ks zvierat bolo stanovené vzhPadom k tomu, Ze (1) planovany podet 10 kusov
zvierat v skupine je podla naSich doterajsich skisenosti najniz3i vhodny pocet pre ziskanie
Statisticky vyznamnych vysledkov; (2) experimentalne skupiny uvedené v prilohe &. 1 su
potrebné na kvalitativne a kvantitativne stanovenie poskodenia miechy a urlenie
neuroprotektivneho vplyvu; (3) traumou poskodena miecha nemdze byt pouZita zarovei na



biochemické, histologické, imunohistochemické analyzy a tzv. Angiotensin receptor binding
metodu.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zdévodnenie poufitia zvierata, objasnenie spésobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykonavania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

VSetky operatné zikroky, ktoré budi na zvieratdch uskutodnené, budu vykondvané pod
celkovou anestézou, t. j. nebudu pre zvieratd bolestivé. Po vykonani chirurgickych tikonov
bude zvieratim subkutdnne podany sterilny fyziologicky roztok z dévodu prevencie
dehydraticie. AZ do prebratia zanestézy bude experimentdlne zviera umiestnené na
ohrievacej podlozke nastavenej na teplotu 37,5°C. Experimentélne zvierata budi po aplikacii
terapeutického postupu umiestnené najprv individualne a po zahojeni operaénych ran
vparoch do klietok, kde budi mat’ potravu a vodu ad libitum, a umiestnené vo zverinci.
V priestoroch zverinca zotrvaji v mesatnom monitorovacom obdobi, ktoré zahfiia
regeneralny proces traumou poranenej miechy. Monitorovacie obdobie zagina diiom
navodenia traumatického poranenia. Na ziklade naSich skusenosti s tymto kompresnym
modelom v predchidzajticom projekte, zvierata napriek paraplégii po zotaveni z anestézy st
schopné pohybu v klietke za pomoci prednych labiek. Napriek tomu, malé kusky Standardnej
potravy budi umiestnené priamo v klietke a v pripade potreby zvieratd napijané vodou
pomocou strickacky. Zvieratdm bude kontrolovand vaha prvy tyzdeti denne, neskor kazdé 2-3
dni. Prijem vody u zvierat'a bude monitorovany na zéklade spotreby vody v napajacej fT'asi,
plnosti mocového mechura a pritomnosti modu. Prijem potravy bude monitorovany na
zéklade spotreby Standardizovanej peletovej stravy a pritomnosti stolice. Celkovy stav zvierat
bude po postupe kaZdodenne pozorovany, a v pripade potreby sa im budu podavat’ analgetika.
Pocas preZivania budu sledované ukazovatele ako spontanna regenerdcia neurologického
stavu, prijem potravy atekutin, vyprdzdiiovanie mo&ového mechura, celkova nepohoda.
PrendSanie alebo zdvihanie zvierat po traume miechy bude prevadzané chytenim celého
zvierata z dorzélnej strany s prekriZzenymi prednymi labkami v blizkosti tela manipulujtce;j
osoby, a nie pomocou chvosta. V pripade dysfunkcie modového mechura bude robené jeho
manuélne vyprazdiiovanie. Po vyprazdneni bude abdominalna &ast’ zvierata umyta vlaznou
vodou, osusend gézou a zviera umiestnené naspit’ v klietke. Ked'Je obohatené prostredie
zniZuje stres a prispieva k lepSej regeneracii buda do klietok umiestnené kratke plastové rury
a/alebo karténové krabice poskytujlice pocit bezpecia potrebné pre zvieratd po naroénom
zakroku.

Ukazovatele, ktoré budeme Bodové hodnotenie Skoére, po dosiahnuti ktorého

sledovat po Th9 kompresii sledovanych ukazovatel'ov budu zvieratd huminne
usmrtené

Spontdnna regeneracia 1,2 3

neurologického stavu

Prijem potravy 1,2 3

Vyprazdriovanie moéového 1,2 3

mechdra

Celkova nepohoda 1,2 3




Bodové hodnotenie sledovanych ukazovatefov:

1-Zvieratd budu prejavovat slabu apatiu, bud mat prechodne znizend chut k jedlu, budd pocifovat
slabu bolest, budi menej €ulé a budi mat pritomnost krvi v mo¢i

2- Zvieratd budu prejavovat apatiu, nechut k jedlu, bolest, nebudd &ulé a budd mat pritomnost krvi
a hnisu v moc¢i

3- Zvieratd budd humanne usmrtené, ak do dvoch tyidiiov po navodeni Th9 kompresie nedéjde

k sponténnej regeneracii neurologického stavu, ak po prelie¢eni antibiotikami/analgetikami neddjde
k spontannemu vyprazdiiovaniu moéového mechdra, ked zvierata nebudd prijimat potravu a budi
v celkovej nepohode.

Neurologicky stav motorickej funkcie nema vplyv na usmrtenie zvierata. Zvieratd budd humanne
usmrtené na konci doby preZivania za G¢elom odberu biologického materialu.
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