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Účel pľoj ekt u- : Základný ýskum

Ak je iný účel projektu, uvedie sa aký

Opis ciel'ov projektu:

(napr. nie sú ešte výsledky z takéhoto výskumu, nutnost'jeho vykonania z hľadiska vedy,zklinického hľadiska)

Ciel'om tohto pľojektu je biologické testovanie stability nanopórovitej siliky typu MCM-4lv živom systéme po

uzavreti liečiva Naproxén do jej pórov nazáklade konformačnej zmeny trialkoxysilyl-deriváfu kyseliny

škoricovej, ktoý pľedstavuje noý typ ligandu viazaného na povrch siliky. Povrchový ligand uzavrie póry siliky'

čo zabezpeči stabilitu tohto komplexu dovtedy, kým nedôjde k ožiareniu študovaných matľíc UV svetlom.

Našim ciel'om je poznanie stability tohto komplexu v živom oľganizme bez vplyvu UV svetla, ako aj efektivity

uvoľňovania liečiva z pórov siliky po jeho pôsobení.

Pľínos z vykonaného projektu (napr. akýje pľínos pľe vedu, l'udsfvo, zvieratá)

V súčasnosti existuje široké spektrum látok, ktoľé sú v humánnej medicíne vplživané v terapii ľôznych typov

ochorenĺ, avšak efektivita terapeutickej dávky liečiva je do vel'kej miery ovplyvnená spôsobom jeho podávania

a r,plyvom prostľedia na finálnu dávku (vstrebávaĺie, distribúcia, metabolizmus lďegradáciapodaného liečiva).

Potenciálnym riešenĺm tohto problému je vľoj nosičov liečiv, ktoré sú stabilné v pľostredí živého oľganizmu

a umožňujú cielený tľansport terapeutickej dávky liečiva na miesto jej pôsobenia. Existuje široké spektrum

materiálov, ktoré sú v biomedicíne využívané ako nosiče liečiv (napľ. polyméry, mikoguličky, dendriméry,

lipozómy), ktoré musia spĺňať špecifické kritéľia ako je napľ. vysoká afinita k liečilu, ktoľé majú uzavrieť,

efektivne uvol'ňovanie liečiva v mieste pôsobenia, atď' Tento experiment bude za|ožený na testovaní apoznani

stability nanočastíc oxidu kremičitého typu MCM_41 ako nosičov liečiv v živom systéme po modifikácii ich

povrchu noým typorn ligandu, ktoý dokáže efektívne uzavrieť liečivo do pórov siliky vplyvom UV svetla

a následne póry vplyvom svetla otvoľiť. Tľialkoxysilyl-derivát kyseliny škoricovej by tak mohol by'sľubným

kandidátom pľe stabilizáciu komplexu silika-liečivo a mohol by potenciálne predstavovať nový typ ligandu

využivaný pre modiÍikáciu povľchov nanočastíc nabáze siliky v biomedicíne. očakávame, Že výsledkom tejto

študie budú kvalitné dáta, ktoré pľinesú nové poznatky o možnosti využítia a aplikácie nového typu nosiča liečív

v biomedicíne.

Dľuhy použitych zvierat a ich pľedbežné počty:

laboratóme potkany, kmeň Wistar, 123 dospelých Samcov (vek = 3 mesiace; hmotnosť - 3509)
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Pľíloha č. 4

Humane end point

Ak pľi vyhodnotení skóre nižšie uvedených parametrov zaznamenáme akékol'vek negatívne zmeny zdľavotného

stavu alebo správania sa zvieľat, budú tieto zvieratá dôkladne sledované. V prípade' že by nedošlo k zlepšeniu

stavu a vyhodnotené skóre bude indikovať príznaky spadajúce do kategórie 3 bude expeľimentálny postup na

danom zvierati humánne ukončený predávkovaním nadmemou dávkou tiopentalu sodného.

skóre

3

žiaden

-20y;o

letargia

rýchle

krv v

stolici

2

slabý

-10%

nizka

aktivita

hlboké

vodnatá

stolica

znižený

-5%

pokles

aktivity

plytké

mäkká stolica

0

normálny

normálna

notmálna

norrnálne

normálny

stolica

sledované
paľametre

príjem potravy/vody

hmotnost'

aktivita
(v aktívnej ťáze dha)

dýchanie

trávenie

1

2

3

4.

5.

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité zvieratáv ľámci lykonávania projektu

Zvieratámbude v narkóze i.v. podaná dávka experimentálneho ľoztoku (liečivo/nanopórovitá silika+liečivo).
Nakol'ko podávané injekcie budú steľilné a koncentľácia liečiva, ako aj siliky s liečivom neprekročí dávky, ktorr
by mohli byť pre zvieratá letálne' pľedpokladám e, že po zásahu sa zvieratá zotavlaa budú preživať bez

komplikácií. Vo vybraných časoých intervaloch budú zvieratá usmrtené.

Zvieratábudú pľiebežne sledované zmluvným veterináľnym lekáľom. V prípade zhoršenia zdravotného staq (v

dôsledku lokálneho zápalupo l'v. podaní alebo ožiarení UV svetlom), veterinámy lekáľ lyhodnotí potľebnú

liečbu. V prípade, že dôjde ku manifestácii niektoľého z vyššie uvedených pľejavov (humane end point) a

vážnemu zhoľšeniu zdravotného stavujedinca, bude vyhodnotené skóľe a v prípade potľeby bude postup

ukončený upl atnením eutanázje.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti:

l. Expeľimentálna skupina 1 _ celkový stupeň kĺutosti: slabý

2. Experimentálna skupina 2 - celkový stupeň kľutosti: slabý

3. Experimentálna skupina 3 _ celkový stupeň krutosti: slabý

4. Expeľimentálna skupina 4 - celkový stupeň krutosti: slabý

5. Experimentálna skupina 5 _ celkový stupeň kľutosti: slabý
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Príloha č. 4

úkon
manipulácia so zvieľatami , váženie, označovanie
chvosta nezmývatel'nou fi xkou
intraperitoneálna inj ekc ia Zoletílu
intr av enózna inj ekc ia liečiva Naproxén
inttavenózna injekcia nanopórovitej siliky s liečivom
bodové ožiarenie kože UV svetlom
samostatné ustajnenie - sociálna lzolácia
potenciálna reakcia na l.v. podanie - lokálny zápal
intľaperitoneálna injekcia tiopentalu sodného
cervikálna dekapitácia

stupeň kľutosti
slabý

slabý (vpich)
slabý (vpich)
slabý (vpich)
slabý
slabý
slabý
slabý (vpich), resp. bez možnosti oživenia
bez možnosti oživenia

Jednotlivé dielčie kľoky vykonané na zvieralách hodnotime stupňom krutosti slabý. Celkový shrpeň krutosti

projektu pľi zohl'adnení jednotlivých krokov a kumulácie i.p. podávaĺia anestetík hodnotíme ako stľedný.

Uplatňovanie zásad 3R

Nahradenie nĺierat

(Zdôvodnenie použitia zvierat v pľojekte, zdôvodnenie prečo sa nemôže použiť alternatívna metóda bez použitia

zvterat)

Nahradenie experimentálnych zvierat iným expeľimentálnym modelom nie je možné vzhl'adom na charakteľ

experimentu. Nakolko sa jedná o farmakokineticku študiu, pri ktoľej budeme aĺa\yzovať stabilitu modifikovanej

nanopóľovitej siliky v in vivo prostredi (telové tekutiny/tkanivo), nie je možné expeľimený vykonať v in vitro

podmienkach na bunkoých kulturach, nakoľko tento model by bol vhodný pre experimenty zameľané na

študium tľansporťu nosičov liečiv cez biologické membrány a ich osudu po vstupe do bunky (endozomálny

tľansport/metabolizmus, atď.). Použitie animálneho modelu pre šĺrdium stability povrchovo modifikovanej

siliky v živom oľganizme považlje za ýznamné a kl'učové nakol'ko dáta ziskané z expeľimentu by mohli byť

v budúcnosti prínosom pľe aplikáciu takto modifikovaných nanopóroviých mateľiálov v humánnej medicíne.

Expeľimenty budú ľealizované na hlodavcoch' ktoľé sú $ĺlogeneticky bližšie človeku ako nižšie živočíšne druhy.

Redukcia počtu zvieľat

(Zdôvodnenie použitia určeného počtu zvierat, akým spôsobom sa použije redukcia, objasnenie toho, že sa

použil minimálny možný počet zvierat)

Početzvieratvexpeľimentálnej skupine l a2pľedstavujú4jedince (n:4);každý interval skupiny č,'3,č,,4ač.5
pľedstavuje 5 zvieraÍ (n:5). Tieto počty sme zvolili s ohl'adom na nutnost' ziskané výsledky hodnotiť pomocou

vhodných štatisticlcých metód, aby boli objektívne a hodnoverné.

Zjemnenie

(Vysvetliť ýbeľ použitých druhov zvierat, zdôvodnenie použitia zĺĺieraťa, objasnenie spôsobu ako sa

minimalizuje stľes, utľpenie a bolest' zvieratv pľiebehu vykonávania postupu tak, aby sa dosiahli vedecké ciele
projektu)
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V expeľimente budú použité dospelé samce potkanov kmeňa Wistar. Samčie pohlavie bolo zvolené s ohľadom

na pľípadné rozdiely v dátach, ktoľé by mohli vzniknúť v dôsledku odlišnej metabolickej aktivity,

či hormonálnych rozdielov medzi samcami a samicami. V chovnom zaľiadení |-4ĺ' experimentálne

zvieratá komfortné podmienky ustajnenia, ktoré im nevyvolávajú zbýočĺý stľes. Vel'kosť atyp klietok, počet

zvierat v klietke, svetelný a kŕmny ľeŽim sú nastavené optimálne pľe potľeby experimentálnych rlierat. Klietky

sú pravidelne čistené a podstielky sú pravidelne menené zodpovedným pľacovníkom, ktoľý so zvieľatami

manipuluje šetľne. Zvieratá ma}ú zabezpečeĺý zdravotný dohľad veterinámym lekrĺrom počas celej doby

experimentu. Počas priebehu experimentu budeme so zvieľatami manipulovať opatľne. Na zjemnenie prípadnej

bolesti, stľesu a zniženie mobility počas l.v. aplikácie experimentálneho roztoku (liečivo/nosič liečiva)

a následne pred dekapitáciou bude zvieratám podaná i.p. dávka anestetika. Tieto kroky sú zvolený tak, aby

nĺieratám spôsobovali minimálny stres, či poškodenie. Zvíeratá budú sledované v celom priebehu expeľimentu

pľičom ich zdravotný stav bude hodnotený na základe skóľe vybľaných parametrov podl'a humane end point.

Projektbudepodliehat'opätovnémuschval'ovaniu: aao nie
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Prĺloha č,2
$ 40 nariadenia vlády sR č. 377/2a12 Z.z.

NETEcHNlcKÉ ZHRNUT|E PRoJEKTU

Názov pŕojbktU:

MoŽNosTI TERAPEUTICKEHo oVPLYVNENIA PRAVoSTRANNEHo A
ĽAVoSTRANNEH0 sRDcoVEHo ZLYľ{ANIA ALTERNATiVNoU MoDULÁcloIJ RENIN_
ANGIoTENZÍtĺ-ĺl,oo sľERoNovEHo SYSTEM U U PoTKANA'

Čĺá kona ni4 rq'ihp{nutĺa o gc hvá!$'nĺ proiektu :,, 1067 l lg -22l l 2

K|'účová slová : RAAS, hypertenzia, srdcové zlyhanie

Úŕel proiqktu: zäVJadný výskum

Ciblf erpieHul
Cieľom pľojektu je zistiť vplyv etablovanej a inovatívnej interferencie s RAAS a ich

kombinácie na orgánové poškodenie a expľesiu RAAS peptidov v prípade pravostľanného a
ľavostranného srdcového zlyhania u potkana. Etablovaná inhibicia RAAS bude realizovaná
inhibíciou ACE (lisinopľil)' Inovativna inteĺferencia bude zahiňať peľmisívne pôsobenie na
Ang 1-7 (ATQ) Zameľiame sa na pravostranne zlyhania srdca, s využitím modelov
indukujúcich rozvoj pl'úcnej hypertenzia, ako i na ľavostľanné zlyhanie srdca prostredníctvom
navodenia tlakového preťaženia a ischemického poškodenia myokaľdu. Sledovať budeme
najmä moľfologické poškodenie myokaľdu a veľkých ciev (hypertroťla a fibróza), funkčne
poškodenie myokardu a koľeláciu týchto zmien s koncentráciami peptidov RAAS
pľostredníctvom mapy RAAS, ktoré umožní posúdiť spätnoväzobné mechanizmy pľi
modulácii RAAS atak pouká,zať na možné mechanizmy jednotlivých spôsobov modulácie
RAAS a ich kombinácie' Tieto údaje môžu byť zaujímave s ohľadom na interpľetáciu
výsledkov klinických štúdií, ktoré s ľôznym výstupom sledovali moŽnosti kombinovanej
inhibície RAAS. Komplexne poľovnanie inovatívnej ako aj etablovanej interfeľencie s RAAS
v kombinácii môže naznačiť možnosť doplnenia teľapeutického potenciálu liečby pri
závaŽných kaľdiovaskulárnych indikáciách (zlyhávanie pravého a l'avého srdca, pľúcna
hypertenzia, arteriová hypertenzia' hypeľtľofia ľavej a pravej komory).

očakávaný prínos proiektu:

Hoci sa jedná o pľácu základného výskumu, ktoľej ciel'om je objasniť úlohu
kombinovanej intervencie založenej na inhibícii klasického a stimulácii pľotektívneho RAAS
v ovplyvnení pravostranného a ľavostranného zlyhávania srdca, projekt môže mať aj
aplikovaný pľínos v naznačení možných indikačných oblastĺ pre liečivá v predklini ckej fäze
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výskumu, RAAS tvorí komplexnú kaskádu enzýmov, peptidov a ich receptorov zapojenú do
ľegulácie krvného tlaku, sodika, vody a trofických pľocesov. objavenie nových častí RAAS,
ktoých úloha bola donedávna skôľ v tieni výskumu ATl ľeceptoľov, výrazne rozšíľilo
možnosti liečby kardiovaskulárnych ochorení a redukciu ich moľbidity a mortality. Existuje
viaceľo indikácií, že práve nedávno objavené komponenty alteľnatívneho alebo tzv.
protektívnehoRAAS; akoAng 1-7aMasľeceptoľ,bymohli zohriĺvať úlohuVpatogenezea
potenciálne aj liečbe kaľdiovaskulárnych ochorení. Vlastný vedecký pľínos spočíva v ukäzaní
účinku kombinácie etablovanej inhibície RAAS, inhibíciou ACE, prostredníctvom zniŽenej
koncentrácie Ang II a inovatívnej interťerencii vedúcej k zvýšenej koncentrácii Ang 1-7,

s potenciálom stimulácie Mas Íeceptora, pľi ľozvoji pravostranného zlyhania srdca v dôsledku
ochoreni pľúcnej ciľkulácie a pri rozvoji pravostľanného zlyhania srdca v dôsledku tlakoveho
pľeťaženia a ischemického poškodenia myokardu.

Druh a počet pouŽitÝch zvierat:
V experimente budú použite samce potkanov noľmotenzného kmeňa Wistar (W) a

samce spontánne hypeľtenzných potkanov (Spontaneously Hypertensive Rat _ SHR), vo veku
10 _ Í2 týždňov s hmotnosťou 200 _ 250 g. Celkovo btlde pouŽitých 276 jedincov v dvoch
etapách pokusu:

. samce kmeňa Wistaľ _ 240 jedincov
(etapa I, .faza I: 12 jedincov etapa I, fdza 2: 24 jedincov
etapa 2:204jedincov)

ĺ sämce kmeňa Spontaneously Hypeľtensive Rat (SHR) - 36 jedincov
(etapa 2,fáza 3: 36 jedincov)

Vetape ĺ, fázc 1 (tab.ĺ) je ĺlašim ciel'oĺrr s]edovaĺ'vplvv kĺlĺnbiĺlovalle| ĺlaľmakĺ:iĺ:gickĺ'i
ĺrlodulácie RAÄs pĺrelĺlvatlilĺ lisinopľilu a Ä-ĺ'Q na zmenY koncentľácie kĺltnpĺrlrcľrtov RAAS
a iej vplyv lla akťrtlle zl11gny tlaku krvi' Všetky zvieratá v tejto Íäze sa uvcrlĺ ĺ1o celkovej
inhalaônej anestózy a pĺlclrobia sa kanylácii a' carotis a v. jugularis' l(anvlácia a' carotis
s využitĺm injekčnej pul}lpy r.lntožní kontinttálne illí'ťrzne podávaĺlie testovaných látolĺ prialno
do lĺrvneho clbe'htl' pQ dobtl 4a minĹrĺ Srl zvyšuiúcĺľri sa kĺ:rlcentľácĺaĺni v pľesne
de1inovaných časĺ:vých inteľvaloch a s1:ĺlltlčnc s kallyláciou artÓĺie carĺltis unlĺlž.nĺ sleclovanie
akťrtnych ztnien krvlteho ľlaku v závislĺ:sti ĺlct ĺlávky lisino1:l'ilu ľesp' Ä7Q. Karrylácia a.

caľoĺis súčasne umoŽnĺ ĺ:dbeľ 4-5 rlzoľiek arteriálnej krvi' z krĺ'lých stanovínle Zllleny
koncentľáciĺ RAAS kcltnpĺinentov v závislosti od Zlneny kĺlrlcentľácie testovaných látĺlk.
Zviera|á po tolTlto postupe nenaclobu<lnťt vedoĺnie a budri humänne utľaten'ó {kat. knlĺtlsti; hez
m ĺ>žľl ĺl,s Í. i ztlÍcĺ ve l t i tt ),
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klasifik.
krutosti

slabá

bez
moŽnosti
zotavenia

frekvencia a
trvanie úkonu

1 krát denne - 1

min

1 krát - 40 min

vplyv na zvieľa

krátkodobý mĺerny stres spôsobený
manipuláciou so zvierat'om

krátkodobý mierny stres spÔsobený
ma ni puláciou so zvĺeratbm

základná oharaKeristika postupu

váŽenie zvierata

kanylácii aftérie carotis a vény
jugularis s infúznym podávanÍm
lisĺnopri|u alebo ATQ,

o priame meranie tlaku
krvi

o opakovaný odber krvi
z kanylv (300 ul)

a

'ĺ"abr'rl1ĺa 
] l. ĺĺ!a' l a ich l'1llvv ĺa c.x1lcľiľrettl':ilne zriel'ittĺi

V etatape 'l. ĺäze 2 (tab' 2) budťl zvicľalŕim intľaperiĺĺ;neálne iĺnplantovane osmotickc
ľlillipuĺnpy iclĺžka: 5 cĺrl, pl'ieil'}el'' I,4 cttl a hlnotnosť; 5"l g) s ĺĺeĺlnĺrvĺlllou konocntráciou
lisilropľilu aIebo A'l'Q {vyhoĺlnotcne lla záklacle výsleĺlkov zĺskarlých ?'et,Lpy l, ĺžlzy 1)'
Zákrok vYkonátrle v celkĺ:vej anestcize, s vyrržitinr prcelrlptivnej anirlgezie. 'l''enĺo postrrp lnÔžc
il:ĺ1ukovaĺ' kľátkĺtdobťr stĺeĺlnĺl bĺllesť. Lrtrpenie alebo slrach a kľáĺkodĺlbÓ lialušenie ceikovej
pohcldy a' StaYu {kcĺĺ' kľuĺĺlsĺi: slľednĺi). Puntpa Íirnguje na základc gľzrĺ1icntrr ĺ;snrĺ:tickehcl
tlakrr, na čintrĺ:sť nevyžacĺujc žiadnu filrmri extemého napĺ.rj*nia a prctĺl sa uĺniestĺirrje
itrtľapeľitĺ:neáine. Sarrrotĺlý proce$ inrplantácie jc polnernc rýchly 11 ngl'yžadujc ĺinestózlt
dlhšiLr akĺl ma.ximálne l0 niillťrt' Využitie t[kehoto $yÍltol"llu pĺ:clávania liečby sice zvieľatá
ltrierne zaťažJ poiľcbou chiľuľgic'kehĺ: zákrnku na úvoĺi expcrin:cntu' no utl1ožnĺ kontiĺuálne
poclávallic tesĺĺrvaľlýc.lr láJok aŽ poč.as 28 ĺĺni Pĺ: zotavení zvieľat'a zĺ: eákľĺ;ku, počas celcj
ĺlĺžkv expel'inrentlt' nespÔsobu.jc zvieľaťu bĺ:tesť. neo|rmecĺztrje ho v príillre p()travy avocĺv
a nijako nelinlituje jeho pĺlhylror,ú a'ktivitu. VyuŽitie ĺlsnrotických rrrinipĹiĺrp ťrplne ľlirninLrje
po1rebu častej a opakovanej aplilĺácie látĺrk, napľiklaĺ1 opakovane silbkr-ltánlle alcbo
intľapeľitolteálne iĺljckcie' najlllä r, prĺpade iátĺ:k s kľátkvĺn polčasonr ľozpaĺlu az.ĺlíž'i píJĺľebu
častej ĺnanipulĺtcie sĺ: zvieľaťĺ:ni 7 clnĺ po iniplantácii oslnoĺigkých puĺĺlp buclti zvieľatá ĺ:päť
tlvedelié do ancstezy a podľobené kanylácii a. caľotis n y' i'irgulaĺis' l}ľostrednictvom
kĺlntinuálne in1ijzne podávat' Ä'ľQ/lisiĺlclpľil- sĺ: zvyŠl"rjúciľli sa lĺoncentráciantt V pľeSllc
deÍinovaných časových intervalĺich po ĺ1obu 40 minút. Prostreĺĺľĺctvĺinl kanyIácie a. carĺltis
buĺĺetne slcĺĺovat' nlĺrŽne zlileĺ}Y hodrrÔt kľvncho tlaku v závislosti oĺJ kĺ:ncentĺácie poĺlávancj
ĺátky a ĺrĺlĺiberat'vzĺ:ľky krti, zkĺclrýcl-r stalrovímc ztlleny ktlncen1ĺĺtcĺĺ RAÁs koĺĺlpoĺrcnl.ĺ:lv.
Zvieľatá po tĺ:nlĺo 1)Oslupe neĺladobucinťl vccĺĺrĺnie a brrĺlú hutná.lille ulfäĺellé (kilĺ, kÍ.lĺbsĺi: hťZ
ľn ĺlžn ĺ's'gl i z t s l ct l: <l l t i t.l)'

Tĺbrrl'ka 2: PoslrtpY cĺĺtpv l'" kizl' 2 l ich t' tta e"ĺpeľillterrliihro zl' ieľatĺĺ
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klasiÍik.
krutosti

slabá

Írekvencia a
trvanio úkonu

1 krát denne - '1

min

vplyv na zviera

krátkodobý mierny stres spôsobený
ma ni puláciou so zvieratbm

základná charaKerĺstika postupu

váŽenie zvieratO



stredná

stredná

bez
moŽnosti
zotavenia

1 l<rát - iniciácia
projektu

'15 min

4-7 dní

1 krát - 40 min

krátkodobú strednú bolest', utrpenie
alebo strach a krátkodobé narušenĺe
pohody a ceĺkového stavu zvierat'a
ako dÔsledok chirurgĺckého zákroku

krátkodobý mierny stres splsobený
manĺpuláciou so zvieratbm

a intra peritoneálna implantácia
osmolických púmp v celkovej
anestéze

o rekonvalescencia
zvierat po implantácii

a kany|ácii artérie carotis a vény
jugularis s infúznym podávanĺm
lisinoprilu alebo ATQ,

o priame meranie tlaku
krvĺ

o opakovaný odber
vzorkv krvi z kanvlv

V eÍape 2 sa zameľialrrc na n]CIžnosť ĺ{lhodobej ochľany voči nástupu a ľozvoju
pľavostľanného a l'avostĺanného sľĺĺcovéhĺl zlyltania akĺ: aj možnému zniženiu nloľbidity
a lnĺltta|iĺy na moĺlelĺ:clr pľavostľanlleho srcĺcovéhĺr zlYhallia, indukĺ.lvaĺrého ľozvojom pľúĺ:rrej
hyperlenzic a na nlĺ:ĺleloch l"a.vclstl'anného zlyhaĺria sl'clca ltavĺ:clenéh'ĺ't tlakovýnl pľet'ažením a
lla nehypeľtetlznoĺn mcdeli ischelnickób0 pclškoĺlenia InYokardu. Pra.vosIra'nne Sľdcové
zlyhanie iĺrĺĺirkuieme pľosl'rednĺctvom ľozvoja pl'úcnej aľĺóĺiovej hypertenzĺe (PAI:{) podaním
a) monokrolalĺllu a [r) pľostľedltíctvonl ľozvoja clrľonickej ťľc;mbĺ:embolickej lryperťenzie
aplikáciou ineľtných polystyrónových lnikľosĺ'ór, poklyých zmesoll fibĺ'inĺ:géllu a kolagéľu.
Model l'avostľannélio srclcovehĺr zlyhania bude ĺ}avodený tlakovým preťažeitím u c)
spĺxÍálrĺre hypcrlenzuÝch potka.nov {SI_ĺll{) V por0Y11anĺ s ich normotenzlrými korrtrolalni a ĺl)
chľonickýnl ĺlľálnyln podávanínr N(G)_Nitľo_L_arginin-llretyl esteru (I'_ĺ.,!AME) potkanonr
kmeňa Wistaľ' Moclel l'iivostrĺlnného ziyhania sľdca, navĺrĺlený ischeĺllickýrn poškoderiím
myokaĺdlt bucle pĺedstavciVať zlylranie srdca e) inĺiukované poclaninr isoproteľenĺllu
u potkallclv kmeňa Wistaľ (W), ktoľóho funkčne a mortblogicke dÔsteĺlky sú závažnost'ou
podobnó irlfaľk.tu myokardrl a sirrrulr-rjri pľiebeh clrronického sľdcového zl1'hávania'

Všetky zvieľatá z iedrlotlivýclr skupĺn buĺlú podrobene postupĺliĺ: slručne zlrrnuĺým
v tabrrl'ke 3' ?,vteĺ:atáĺl buĺle detiĺtc lnonitorova{' telesnú hmo{'nosť, čo môže indukovať
kĺátkodobý miernY stľes spojený s rrlanipuláciĺlu s0 zvieľaťclnr (kĺlĺ. kĺzĺttlsli: sĺnhĺ'i)
Zvieratáľi zo všetkých skr'rpĺrr btlcle lx l.ýŽdeľne meraný tlak kľvi a sľĺlcová ĺi'ekvencia
mctodou ",tail-culiľ' na clrvĺ:stovej altéľii. Meraliie sa vykonáva na bdelonr zviet'ati, ktorélĺlu
je kľátkodobi: ĺlbĺnedzený pĺ:hyb pcl dobu pľibiižne l0 min" zvieľa nie.!e vyslaveĺié bolesti, no
mÔže pĺ:ciťovať krátkclcĺobý stľes (kuĺ. bľ'ĺlÍĺ.l.sĺ'i: sĺĺllú). Meľanie buĺĺenle r,'ykonávat'
opak'ovane, po aclapt'ačllýclr meľaniaoh lx ĺýždenne .

Na začiatkrr samotného experinlentri l"ludú zvieratáĺn zQ vŠeĺkých skupin
intraperitoneálne iľnpiaĺtĺované osmotick.e ĺninipumpy (dĺzka: 5 cln, pĺicmeľ: l,4 C'n
a hlnĺltttosť: 5,l g), napĺneĺré roztĺrk.ĺrlll liečiv (zmes lĺsinopľil
a A'ľQ/lisinĺrpĺil/bosentaďfyziĺ:logický ľOztok). ZÍĺkrok vykonáme v celkovei anesĺéze,
s vyuŽitĺlri pfeemptĺv'1ej analgezie' Tento pĺlstup ĺnÔže indtlkovať kľátkoclobú stľedĺlú Llolesť^

utrpenie a|ebo stľach akrátkrrdĺrbe naľušenie ceikovej pĺ:hocly a Sta'vu (kul. kslĺĺĺ^lsĺi; 'sĺreĺlnĺ!).
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Purnpa funguje na zákla.de gľadielltu osnrotickeho ĺlakrr_ lra činnĺ:st' ner'yžaĺluj,ľ žiaĺlnu Íbrnrr"t

exteľného napĺljenia a trlľeĺĺl sa unliestňuie íntľapeľitĺlrreálne' Sanrĺ:lný pľo$cs implantácie je
pomeľne rýclrly a ncvyžacluie anestézu dlhšiu akcl nraxiniálne 'l0 minut. Využiĺie takehotĺr
systentu pclcĺávania liečby sĺcĺl zvieľatá mieľne z.at'aŤ.i potľebou chiľtrĺgickéhĺr zákľoku na.

úvod experimentll' no ulnožní kontinuáhre podávanie testovaných látok až pĺlčas 2tt clní ĺJ<'i

zotavení zr'ieľaťa zo zákľoku" počäs cele.i dĺžky expeľintentu, ĺlespôsĺ:buje zviera't'u bĺ:lest',
neobrrredzuje lro v pľijľre potľäVy a vĺ:dy a uijako nelinriĺrrje jeho pohybovŕl aktivitu. Využiĺie
osĺllotickí'ch minipťInlp ir;:lne elilĺiliuje pĺltĺebu častej a ':pakovalrej aplikácie látĺlk' napríklaĺl
opakovanó subkrjtáĺrne alebĺl irrtĺ:apeľitoneálne injekcie, nain:ä v pripade látĺ:k s kráĺkyĺn
polčasom rozpadu a zniŽi pĺrtľebu častej nlalriprrlácie so zvieľat'onr. Na záklacle pĺlznatkov z
odboľnej literatúľu a clr'erenia kottcentľáciĺ látok poĺĺáva.nýclr prĺ:strednĺctvĺllll rĺinipumpy b5,

tieto neĺnali akokĺrl'vck naľĺršať cclkový stav a pobocĺrr zvieĺat počas celej dĺzky expeľimeirtu.
Prí zákľoku, počas trlôsĺibenie celkove.i anestézie, bude v závislĺlst.i od pĺ'islr-lšnosti ĺlo

jednotlivých skilpiĺ jednorazcrvo subkrrlánne aplikovaný nlonokrotalín, isr:pľoleĺerrol a]ebĺl
fyziologiclĺý ľĺiztok (kĺtĺ. kľĺĺĺo:;ĺi: ,sĺĺĺhĺi), tvi*ratá Vetape 2, ťáz'e 2 poĺlstúpia aptíkáciu
ineľtných polysĺyľéĺltivých nlikrosŕéľ, pokrytých zmesou {ibľinoggnu ä kĺ:lagónu. ĺch prvó
pĺidanie pľetrehne súčasne s iiĺplantáoiĺll_t ĺlsmotických pťlrnp. 'I'átĺ: llretr:cĺika 1,yžadtlje
ĺ:pakovanie aplikácie pa 7 a '14' dňoch, vykonávané vúplnej ĺrneslóze. "l'etlto pĺrstup ľrôže
spôsobiť krátkodobo bĺllest'' uĺĺpenie alebo stľach a naľrlšiť celkovĺl pĺilrcĺirl a stav
expeľiĺlentálnych zvierat PÔsobenínl Í'aktcl pĺldanýclr látok ĺ:čakávalile rtsz.vc>i pl'iicĺicj
hvpertenzie, systérn*vej hypeľtenzic a pľiznakov pľavostľannóho alebo l'avostľannéhĺl
zlyhania sĺclca (ŕĺlĺ. ltĺ^uĺĺlsĺi: sĺl.cdľtťĺ)'

Všstky zvieľatá z kaž,dej expeľimentálnej skupilly lruĺlÚ najskôr 2 l. dnĺ pĺr chiľuľgicke|
implantáciĺ osmolických pĺlmp podľobenó echokardiogľaÍ-ĺckéĺrirr vyšetĺen'irr' ktoľó vykonánre
v celkĺlvej anestize s tľvanĺrn ntaximálĺle 30 rĺinťlt. Totĺl vyšetreľlie rlespôsĺrbi{e bolesť ii len
nrinimálne naľťlša stav & pohĺldu zr'icľat (kclt. lĺľt.tĺĺs,tli; sklhĺi).

V čase Llkĺ:irčenia expeľinrentu (28 ĺini po inlplalitácii osmĺltických pÚpĺn) zvieratá
rľvedienre do celkovej anestezy a pocirobíme kaletľizácii a' carĺrtis a a. fbmĺiralis na
stanovenie vnťltľokomorĺlvóho ľlaku kľvi. Po toĺrlto výlĺĺlne uŽ zviera nenaclol:ltĺlne veĺlomie
a bucĺc utľatené v celkovej änestóze n&vĺ:deng_i inhaláciou izĺ"lŕIuľánu s ĺrc|beľĺllĺt kľvi prlnkciĺlLi
srdca s exsangviĺtáciou a s násletĺnou ĺlekapitáciou (kaĺ. kĺllĺ<lsti; hez nrožľtĺs,sli zĺŕtlyenitĺ).

Tabui'i<a 3: Posttlpv ctäpy 2 a ich na e'rtrlerilnctttiilne zvicra{á
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klasifik.
krutosti

slabá

slabá

frekvencia a
trvanĺe úkonu

1 krát denne - 1

min

1 krát týŽdenne

10 min

vplyv na zviera

mierny stres spÔsobený
mani puláciou so zvieratbm

nahľievanÍm na 38'C a obmedzením
pohybu

základná charakteľisti ka postupu

váŽenĺe zvierata

meranie krvného tlaku ,,tail
cufŕ' metÓdou na chvostovej
artérii

a



stredná

stredná

stredná

stredná

slabá

bez
moŽnosti
zotavenia

1 krät _ iniciácia
projektu

'10 min

1 krát- sÚčasne
s implantáciou
osm. púmp

<'l min

4-7 dni

1. krát - s
s implantáciou
osm. púmp
2. krát_7. deň
3. krát- 14' deň

28 dnĺ

28 dnÍ

15 - 30 min

1 krát-21. deň
po implantácii
osm' pÚmp

-28,
po implantácii
osm' púmp

a krátkodobé naruŠenie
pohody a celkoveho stavu zvierai'a ako
dôsledok chirurgického zákroku -
vykonaný v celkovej anestéze (2,5o/o
izoÍluránu v2Lo2tmin)

alebo strach

do
naJma

celkovej anestézy

stres
mant pred uveden

P|ejavy dyspnoe, zníŽená pohybová
akiivita, úbýok hmotnosti

e,

u
rdu

rd
myoka

myoka
odeláciou
kodeniepoš

remuĺvnoresprog
ehypertenznén

s

rozvoj h

celkovej anestézy (2,5o/o izofluränu v 2
L O2lmin)

douvedenpred
stres

manipuláciou

celkovej anestézy (2,5o/o izofluránu v 2
L O2lmin)

stres najmä
domanipuláciou pred

osmotĺckých pÚmp v celkovej
anestéze

a tm

aplikácia látok
monkrotalÍn (Íáza
1 )/isopľoteren ol (Íáza
5)

(s

o ĺekonvalescencĺa
zvieral po implantácia

trombogénneho mixu
do chvostovej vény

(Íáza2)

o injekčná a

pravostranného alebo
|'avostranného
srdcového zlyhávania

o rozvoja

kontinuálna orálna
adm|nistrácia L_
NAME v pĺtnej vode

o

vyšetrenieechokardiografické

katetrizáciou a. carotis
communis, a' femoĺalis,

F rqd nokladaná ĺlľovéň krútgstĺi

Slaba: váženie, manipulácia so zvieratami, opakované neinvazívne meranie systolického tlakukrvi, echokaľdiograficke vyšetrenie, subkutánna injekčná aplikácia látok v cellcovej anestéze

Snednd" intraperitoneálna implantácia osmotických púmp, rekonvalescencia po implantácii,
injekčná aplikácia trombogónneho mixu, rozvoj zlyhávania srdca.

Bez možnosti zotavenia: katetrizácia a. carotis communis' a' femoralis, v' jugularis
a l'avej komory v terminálnej anestézie pľed ukončeníni experimentu
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Používqnie metód ľ!g úče|v nahradeni,a. obmedzenia a ziemnenia Pg_užíva{ria zvierat v
postupoch:

Pri pľáci so zvieratarni budú dodržane všetky pľedpísané pĺedpisy pľe chov azaobchádzanie
s laboľatóľnymi zvieratami podl'a zásad 3R.

Nahradenie:
Pretože v plánovaných experimentoch sa budú hodnotiť alteräcie funkcie a štruktúry

oľgánov a následky teľapeutických intervencií' je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal ,,ln
vil,o" na celom zvierati. Využitie bunkovýclr kultúľ alebo počítačových simulácií
neprichádzajú pri tomto type experimentu do úvahy ako alternatívny spôsob výskumneho
prístupu.

Redukcia poótu zvierat:
V expeĺimentoch bude použitý mirrimálny možný počet experimentálnych zvieĺat, ktoý je
potrebný pre štatisticke vyhodnotenie použitím ANovA testu a Studentovho t_testu pre
anaLýzy zamerané na vyhodnotenie vhodnosti zvolenej terapie a sledovania rozdielov
v jednotlivých skupinách zvierat vo vzťahu ku zvolenej liečbe. V expeľimente bude použitý
minimálny počet kontrolných zvierat, Zvieratä budú objednävané vje,dnotnom časovom
intervale, aby sa predišlo sezónnym zmenám a potľebe expeľiment opakovať'
V experimentoch sa použijú geneticky homogénne rovnake skupiny zvierat. V 2. e.tapc
expeľintentu budeĺne sledoval' vpiyv testovaných tátok na ľĺ:zvĺrj zlyhávania sľclca poČas 28
drlí ocJ iniciácie projekĺu. V prípade ľozvoja závaž,nýc!: pľĺznak'ov zlyhávania sĺclca"
incltrkĺlvanélro ľôznvnli spôsobllli (ťáza l-5)' ukončírrle cĺanú časť experimcntu pľeĺĺ 28' clrjom^
p0 usnlrtoni zvierat oclolleĺ:ieme vzĺrrky kľvi a tkanĺv a salnotné ilkĺlnčenie expeľimeiriu btlcĺe
koľelovat] s ľĺlz-vĺ:jorĺ závažlrÝch prĺzlrakov ochĺlrenia. Rirzvĺ:j zľetel'nýclĺ pľĺznakov
zlyháva.nia sľdca clčakávarne v obcĺobi približne od 21. clria expeĺimenĺ'u a pľetq
prcdpclklaĺiáme pĺlnrertrc nizku ĺĺlortalitu zv:,eťal pľed saľlotnýnl plánovaliýľr ttkončsnilil
projektu (na úrovni 5-1a%)

Zjemnenie:
V e'xpeľinle'nte bttĺjelrle Využívať postupy' ktoré sťl z hl'aĺĺiska krtlte^isti katcgoťizované

ako slabe a stľeĺjnó' Po pľesune z chĺlrrnóho zaľiaĺlenia buĺ1u zvieľatá v lĺa.ľantenlle po clclbu 2
týŽdne' Pclčas celej cloby pobvtu zvierat v zaľiadení btlcle zvieľatáĺn pĺlskyĺovĺrné šetľrré
zaobchádzanie Zvieľatá buctú ullriestnelré v klietkach po ĺlvoch, aby sa zabránilo sociálnej
izolácii. Zr"ieľatánr bucĺe pĺ:skytnutý prĺstu1; kvo<Je akľntivu ĺlĺ{ ĺihiĺĺuľll Klietky buĺ1tr
ĺrbĺllratenó o pľeĺĺnrety na ltlanie a ohľýzanie. So zvierata.ĺni btrĺle ocl ĺnomentu vstupu ĺlo
kaĺantény manipLilĺ:vat' 1lľisne liľriĺova.ný pclčet pľacclvníkĺ:v, na kĺoró buĺĺú postuptle
21'ykané. Z.vieĺatá buĺlĹl ulrriestnené vo zveľinci, kcle su zabezpečene vlroĺJné pĺrdmieĺrky pľe
držanie experinlentťlln5,'ch z-vierat (teplota vzclucliu 2a-24',C, ĺelativna v]lrkirsť 45-65 o,1>'

svetelný ľežini 12l|2" polr&VĹ} KI(Z-p_/lVt, pitná v<';da aĺ} libilun, r.hoĺĺná pĺ:dst1elka)
a starostlivĺlsť o evicľatá. Pľi pokuse lrudc zabczpečené nrinimalizĺlvalrie bolesti a ulľpenia'
Na nletorlu rnĺ:ra'nia krvného tlaku bLrĺJťl zvieľatil pĹ}Stupne adaptovanó.
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.llchokaľdiograĺicke vyŠetrenie je plánclvané u všetkých zviera| v 2' etape na 21 ' cleIi po
iniciácii expeľinterrtu. V pľípade zhoršenia zclľavotn*ho stavu .jednotlivýclr zvieľat,
vyhodnoteneho na základe ĺľunane end-1toinĺ skóĺe, sa takcto jedince vyšetreniu nebudú
poĺlrĺlbovať, ächokaľdiĺlgĺafia bude vykĺlnávaná pľacovĺĺkom s ĺlostatočnými skťlsenosťalni,
tak aby sa limitovala dĺrba, počas ktorej budú zvieratá vystavene anestéze. V pľiebehu
vyšetľenia aj v čase zotavCIVania sa z allestózy budú zvieĺatá unriestnene na výhľevnej
podbžke pľe zamedzerrie rozvoja hypĺ:teľmie.

Využiĺíe systeľ]u osmotických minipúmp :na podávania liečby umĺlžnĺ konĺinuálne
podávanie testĺrvaných látĺ:k až počas 28 dnĺ' s miernym zaťaženínl expeľimentálnvch zvieĺat
potrebou chirurgickeho zákĺoku' Po zotaveni zvieraťa zrs zá|<raku a počas celej aiz*y
expeĺimetltu lninipunrpa nespôsobuje zvieľat'u bĺllesť, neĺlblnedzuje ho v prĺjme potľavy
a vociy a nijako nelimitrrje jeho pohybovú aktivitu. Využitie osmotickýcli minipúľrp uplne
elininuje potľebu častej a opakĺrvane'| aplikáoie látok, napĺíklad opakovane subkutánne alebo
intraperitoneálnc irrjekcie, najmä v pĺípacle látok s krátkym polčasom ľozpadu azniíi potľebu
ča'stej manipulácie so zvieľaťom' ľo chiruľgickej implarrĺácii osmotických pťlrnp buĺle
zvi.eľatám pocĺane analgetiká' Zvieratánr bude poskytnutý dclsĺatočná doba na zĺlĺavenie sa'
Výľobca osnrotických púmp (^L,ZET osmotic Puľrps) uvädza pľi peĺitĺ:neálnĺ:m umiestnenĺ
možné kľátkodobe narušenie pĺĺjmu potľavy a pľĺľastok telesnej hlnotnosti, ktoľc by však
malo byť normalizovane dĺ: 24 * 48 hoĺiín po zákľokľ. V tonto ĺ:bĺlobí bude *tav zvieľat
inÍenzivne kĺlntrolovaný a vyhĺldnocovaný" zameľiamc sa najnlä na sledovanie hĺ:jenia
opeľačnej r&ny, ĺttotoľickťl aktivitu' pľíjem poträvy a vody a pľíľastok telesnej hmotnosti,
Bezpľostľedne pO opeľačnotll zrĺkroku budú zvieľatá na prib'ližne 2_6 hodín umiestnene
v klietke osamote, voda i kľmivĺl budú umiestnené na dne vanice v miskách ĺak aby k niľl
malo zvisľa ul'ahčený pľístup. Po uplnej úprave celkového stavu buĺlú zvieľatá navľáĺene do
svojej pôvcrdnej klistky. Stav všetkýclr zvierat buĺle ďalej monitorovaný a vylrodnocovaný lra
základe vĺrpred staĺĺlvenóho skóľc humane enĺ!-poiľlt,s. V prípade dosiahnritia hraničných
hĺldnÔt btrde stav claných zvterat bezodkladne konzuitovaný s veteľinárnynr lekáĺ:om.

Zár"oveli s chirurgickĺlrr implanĺáciou osmoĺických ninipťlmp bude zvieratáln
jeĺĺnoĺazovou subkutánnolt injekciou, v závislosti 0d expeľinrentálnej skupiny' podaný
mĺlnokĺotalin alebo isopľotel'enol. Zvierutám v 2" etape a ľáze 2 aplikujeme zmes
tľombogóxreho mixu intľavenózne clcl clrvosiovej vény' Aplikácia tĺombĺlgénneho tnixu
vcelkovej anest,éze bude zopakĺrvaná po 7 a 14 dňoch od pľvej dávky' Podanie týchtcl látok
bude viesť k postupnej indukcii pľĺzltakov pľúonej arteriovej hypertcnzie, pľúcnej
tľontboembolickej hypeľtenzie, systémovej hypertenzie aleb<l ischemickému poškodeniu
s ľozvĺljonr pravostľannélro alebo l'avostranĺróho zlyhávarria sľĺica, prejavy ktgrýgh môžľ byť
závažné, V 2. etape experiĺnente buĺieme rozvoj ochoľenia sledovať v limitĺ:vanom časovĺ:m
ľozsahu, maximálne 28 dni od implantácie osmotických púmp a podania týohto látok, počas
ktoých budÚ zvĺeraĺá denne tnonltorovane a ich celkový stav vyhoc{'nĺ:covaný lra základe
stanovenólro skoĺe ltunrcĺne end-pĺliľtts (tab.a)' Zamerianle sa najmä na sleĺlovanie respirácie -
prítoĺllnosť dysponcle' tachypnoe, ubytok hmotnclsti' znížený príieni potravy a vĺldy, zniženu
pohybovĺr aktivitu. V pľípaĺĺe dosiahnutia }rĺaničných hodnôt, poukazujúcich na závaž,né
pošk'odenie zdravotrrého stavu budú da.nó zvieratbbgzŕ'dkladne utľätsn€' l;končenie tejto časti
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projektu je pláĺtované najncskôľ r,28. dcĺi od jehcl iniclácie, ľcspcktíve jednollivé zvieľatá
budLr ulraĺené vča.se pCIZoľÔVania ĺozvoja zľeteliných kliĺlĺckých pĺĺznakov a iclr stav bude

vyhoclnotený ĺa zaklaĺle skare hnntĺlne enĺĺ'-poinĺs ako 'iltvaž.ný. .Pĺ: usmrlenĺ z,vier'al

odoberienre vzoľky krvi a tl<anív a tlkončenie expeľinlentLl buĺJe koľelovat' s rĺrzvĺ:jont ĺaktĺ'l
stanclvených pr ĺznakov ĺ:ĺ:iloľellia'

"I"abulka'_l: Huttrĺnc crĺ1 skórc

SKORE

0

10

5

í0
0

5

0

normálna - prĺľastok hmotnosti koľešpondujúci s rastovou krivkou

znížená o menej ako 5%

znÍžená o menej ako 15o/o

zniŽená o viac ako 15 %

0

5

í0

10

0

5

7

10

í0

0

3

5

ĺ0

Celkové skóre

0-15
15-40

>40

0-110

Íyziologický/ta kmer fyziol ogický stav zvieraťa
zhoršený zdľavotný stav - kontľola veterinárnym lekáľom a postup podľa
odporúčania
závaŽný zdravotný sĺav - ukončenie expeľimentu pred 2E' tlňom tľvania a
bezodkladné humánne usmrtenie

9

KtlNlcKÝphEJÄV

normálny vzhl'ad

piloerekcia, lokálna strata ochlpenia

]1lekcia pooperaónej rany, kožné lézie

normálny vzhl'ad

výtok z nosa, nečistenle sa

normálne

dyspnoe, tachypnoe

dyspnoe/tachypnoe a dýchanie s otvorenými ústami, sipot

úplne absentujúca
abnoľmálne drŽanie tela alebo chôdza (hrbenie, nekoordinovaný pohyb,
krívanie, tras alebo kŕče}

normálna

znížená

normálne, bez počulel'nej vokalizácie
nepokoj, izĺllácia, stereotypné správanie, agresivita, nezáujem
o predmety na obohatenia prlestoru kliďky
vokalizácia pri manipulácii

vokalizácia bez podnetu

abnoľmálng drianie tela alebo chôdza (hrbenie, nekoordinovaný pohyb,
krívanie, trqs alebo |ĺŕče)

tslesná
hÍnotnosť

koža a srst'

očÍ, nos, tlsta

dýchanie

tokomécia

správanie

}IOPNOTENA
KATEGóRĺA

PRoJEKT BUDE PoDLIEHAŤ oPÄTo\rNEMU SCHVAĽoVANIU: nie
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Pľíloha č.2

Netechnické zhľnutie pľojektu 4 3'Ýq-?č// 3

Názov pľojektu: Teľapeutický efekt ľôznych účinných látok a účinných látok viazaných na
nanočastice na progresiu nádorových xenograftov.

Kllĺčové slová: xenogľaft, príľodné látky, protilátky, chemoterapeutikum, nanomateriál

Účel pľojektu:
ZáIdadný ýskum

Ciel' pľojektu: Hlavným cieľom pľojekfu je ozrejmiť teľapeutické účinky ľôznych účinných látok a
účinných látok viazaných na nanomateriál rôzneho chaľakteru na tvoľbu a ľast nádorov. PouŽité
účinné látky už boli testované in vitro, kde vykazovali silnú pľotiĺrádoľ,ovú aktivitu.

Pľínos pľojektu: Hlavným prínosom tohoto projektu' bude v pľípade potvľdenia pĺcĺinádoĺovej
aktivity testovaných látok in vivo, možnosť využitia testovaných_láiok a postupov na zefektívnenie
liečby nádoroých ochorení. Mnohé z testovaných látok sú v súčasnosti ná trhu dostupné ako liečivá
alebo výživové doplnky a preto poznaĺúeich efektu na tumorige nénlby malo ýznampimanažmente
nádorových ochoľení u ľudí.

Počet a dľuh použitých zvierat: Myš laboľatoma(Mus musculus),NMRl nu/nu samice 900 ks, SCID
samice, 100 ks

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité zvieratáv ľámci vykonávania projektu:
Počas tetovania' aplikácie buniekpod kožu, alebo do chvostovej žily,intraperiton"ám"j aplikácie

luciferínu a účirrných látok a počas merania veľkosti xenogľaftov, prípadne 
-váženía 

budtl zvíeratá
pľeživať miernu nepohodu a kľátkodobý (menej ako 60sec) stľes. Počas in vivo imaging analýzybudú
zvieratáv inhalačnej anestézii umiestnené na vyhľievanej podložke v skenovaco''' á.iáa.nĺ,tiuĺ,eay
nemali utrp ieť vý znamnu uj mu.

V niektoých prípadoch bude nutné odobeľať aj krv z orbitálneho sinusu alebo chvostovej žily
v anestézii, alebo z vena saphena. Maximálne odobraté množstvo bude 200 mikľolitľov. Krv-budl
odoberaná lx ýždenne,takže by nemalo dochádzať kvýraznqujme.

Xenografty, ktoré zvieratá vYtvoria pojednoľazovej aplikáciinádoľových buniek, budú podkožné
a nepresiahnu vel'kosť 1 cm3. Xenogľafty sú najrnenej invazivny, najmenej zdravie 

" 
p''ďí*"i"

mĺíerut ovplyĺ'ňr$úci typ nádoru. Xenogľaity sa aptikr{ĺr *utLut'ĺoíá' ďj; ň "'c*ĺá'Ja;;{.zaťa!ĺ11.uc3 aplikacía, foľľrujú nádor v ň,ieste vpictru - b"'ky;;ilä#;ší,'l; á" iných čast{ tela.
Navľhované postupy môŽu vyvolať zhoršénie zdľavotňého stavu zvierat, nu;-aíĹo't.oňl;.ľ'

zvierú, ktoľé nebudú liečené. Zhoľšenie zdravotného stavu sa môže prejaviť stľatou hmotnosti alalebo
sťaženým dýchaním, nechutenstvom. Zdravotný stav zvierat sa však bude denne kontľolovať. U
zvierat, ktoré vyvinú nádoľ budeme sledovať ich správanie' či majú zhrbený postoj, Zmenu výrazu
tváre alebo nqeženu srsť. Za human 9nd point budeme považovať 

"-"'',, výrazu tváre podľa
publikácie DJ Langford et al.,2OlO: Coding of facial expres^sions of pain in the iabo-ľatory ,rio.rr",
NATURE METHODS,vOL.1 No. 6 JLINE 2OIO; doi:l0.1038/nmeth.1455. Pri získaniminimálne 4
bodov v Zmene vyrazll tváľe bude zviera usmľtené. Zvieratá sa usmľtia cervikálnou dislokáciou
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vinhalačnej anestézii (Isoflurin). Usmľtenie zvierat na konci pokusu je nevyhnutné pľe získanienádoľového tkaniva.

Pľedpokladaná úroveň kľutosti: stredná

Súlad s požiadavkami oo3R.,
Nahľadenie:

_ 'Učinné látky, ktoľé budeme v tomto pľojekte testovať, vykarujtlvo všetkých in vitrotestoch nabunkoých kulturach, vrátane 3D modeloi, nádorovy'ct' sferoĺjov, signifiĹ""ú fi#,iääaktivitu' Ďakím dosfupným sfupňom testovania, sú ňlodavce, ktoľé sa- v tomto štádium nedajúnahľadiť iným posfupom.

Obmedzenie:
Z expenmentov uskutočnených na bunkových kultur ach in vitľo az dostupnej vedeckejliteratury sme schopní uľčiť dávkovánie účinných láiok ako aj frekvenciu dávkovania. Na testovanienazvieratétch pouŽívame len látky, ktoré vykažovali na bunkových kulturach pľotinádorové účinky.Počet zvierut v skupinách je minimalizovaný tak, aby mohli bý získané štatistickyvyhodnotitel'né výsledky. Ak získaml štatisticky sĺgnĺĺianin ĺ aetáz menšiehĹ počtu zvierat,nebudepotľebné použiť celkový plánovaný počet.
Postupy azloženie pokusných skupín sú naplánované tak' aby bolo možne využiťjednukontľolnú skupinu zvietatpre čo najviac testovaných jaton

Zjemnenie:
Zvieratá budú dľžané v skupinách umožňujúcich prirodzené sociálne spľávanie so stálymprísunom potravy a pitnej vody. Máme vypľacované postupy, ktoľé minimalizujú traumatizáciuzvieratpočas injekčných aplikácií. Na pľojeĹie sa budú poJĺ"ľľ len skúsení pracovníci vyškolení naprácu s laboratórnymi zsĺierutami. V prĺpáae potreby uuĺ. uyr.onané humánne ukončenie postupu.Pľostredie, vktorom su'zvieratá ustá3näne 1'e obohatené papierovými rolkami, papierovou vatou,pľípadne paličkami na ohryzovanie. Só zvieiatamisa 

"uobúád 
za opatmea citliŕ.

Spätné posúdenie pľojektu:
fuo
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Príloha č. 5
Netechnické zhľnutie pľojektu

Názov pľojektu: Vplyv expeľimentálne vyvolanej pl'úcnej fibrózy na extľapulmonálne
oľgány (pilotná štúdia)

číslo konania ľozhodnutia o schválenÍ pľojektu: ,ltlĺ4lĺq-22//'3
ĺ/

Kl'účové slová v projekte (max. 5 slov): poškodenie pl'úc, pľúcna fibróza, zápal,
kaľdiomyopatia, hepatopatia

Účel projektuz Základný qýskum s ciel'om zabránenia, prevencie, diagnostiky alebo
liečby chorôb, poškodenia zdravia alebo iných nepľirodzených stavov človeka alebo
zvierat alebo ich účinkov na l'udí alebo zvieratá.

Infoľmácie o cielbch pľojektu:
Cieľom projektu je oveľiť hypotézu, že pľimárne poškodenie pl'úc môže viesť aj
k nežiaducim účinkom na činnosť extrapulmonálnych oľgánov (srdca, pečene, obličiek
ai.), čo môže výrazne zhoľšiť prognózu pacientov. Cieľom predloženého pľojektu
(pilotnej štúdie) je zhodnotiť mieľu predpokladaného sekundárneho poškodenia pečene
a sľdca pri primárnom chľonickom poškodení pl'úc, pl'úcnej fibróze. Animálny model
pl'úcnej fibrózy vyvoláme tľansoľálnym intľatľacheálnym podaním siliky dospelým
potkanom a v inteľvaloch stanovených podl'a pľotokolu uľčíme zmeny na pl'úcnom
tkanive, ale aj na tkanive pečene, obličiek a srdca ako aj v krvnej plazme a poľovnáme
tieto zmeny s nálezmi u zdravých zvierat.

Pľedpokladaný vlastný pľínos pľojektu:
ZáxaŽné poškodenie pl'úc môže spôsobiť zápalové, apoptotické a nekrotické zmeny
extľa-pulmonálnych oľgánov a tiež poľuchu ich funkcie. Pľi poškodení pl'uc, ktoľé môže
byť samo osebe kľitickým stavom, môŽe kaľdiálna, hepatálna alebo renálna insuťrciencia
predstavovať faktoľ bezprostľedne ohrozujúci život. Pľojekt pľinesie nové infoľmácie
o zmenách zápalových, pľo-fibľotických, oxidačných a apoptotických maľkerov
vpľúcnom tkanive, ale aj v tkanive sľdca, obličiek apečene v modeli pl'úcnej fibrózy.
V prípade potvľdenia hypotézy o negatívnom ovplyvnení extra-pulmonálnych oľgánov
pľi tomto type poškodenia pl'úc by výsledky pľojektu mohli pľďstavovať predklinickú
bázu pre pľípadné doplnenie protokolu liečby o kaľdio-, ieno- a hepaiopľotektíva,
pľípadne iné liečivá a postupy, ktoľé by mohli zmierniť negatívny dopad ná tietô orgány.

Počet a druh zvieratz
Potkan laboľatórny (Rattus norvegicus, kmeň Wistaľ), samec' 64 jedincov

Pľedpokladaná ujma na zvieratách:
Model ,,pľúcnqi -fibró4v"; v celkovej inhalačnej anestéze (4%o izofluľan + oz) zviera
umiestnime na naklonenú chiľurgickú podloŽku, hľudník pod prednými končatinami a
chvost zafixujeme k podložke adhezívnymi páskami. Tránsonĺlne pomocou pipety s
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tenkou steľilnou špičkou podáme do trachey siliku (50 mýml v objeme 1,0 ml steľilného
fyziologického ľoztoku). Následne zviera umiestnime do pľenosného boxu na vyhrievanú
podloŽku. Po úplnom odoznení účinkov anestézy zviera umiestnime späť do chovného
boxu. Tým istým spôsobom podáme zdravej kontrolnej skupine namiesto siliky steľilný
fyziologický ľoztok zodpovedajúceho objemu. Usmľtenie zvierut na konci postupu
budeme vykonávať taktieŽ v celkovej inhalačnej anestéze (4% izofluľan + oz),
exsangvináciu pomocou punkcie l'avej komoľy sľdca, a to po 14 dňoch od podania siliky
(n:l6 zdravé kontľoly an:16 zvieratá s fibrózou) (hodnotenie zápaloých avčasných
fibrotickych zmien, časť ,,I") apo 28 dňoch (n:16 zdravé kontroly an=l6 zvieratá
s fibľózou) (hodnotenie neskorých fibrotických zmien, časť ,,il"). Počas celej realizácie
postupu budú zvieratá zotrvávať v pľiestoroch centrálneho zverinca, tj. v známom
pľostľedí, aby sme minimalizovali stľes, a budú mať prísun potľavy a vody ad libitum.

Pľedpokladaná ú ľoveň kľutosti :
Počas postupu budú zvieratá v bdelom stave denne podľobené váženiu akontrole
zdravotného stavu a podaniu inhalačnej anestézy pre podaním siliky a pľed usmľtením
(stupeň kľutosti ,,slabýoo). Jednoľazové transorálne intľatľacheálne podanie
siliky/fyziologického roztoku a usmľtenie zvierat na konci postupu exsangvináiiou sa
budú vykonávať v celkovej anestéze (stupeň kľutosti ,,slabýoo). V súvislosti
s vyvolávaním modelu ,,pľúcnej ťlbrózy" očakávame aj moŽne zhoľšenie ich zdravotného
stavu: zvierutá môžu reagovať zmenou správania (môžu byť izolované od skupiny, menej
pohyblivé, nemať záujem o okolie), môžu mať niŽší pľíjem potľavy a vody, môŽe sa
objaviť zjeŽenie srsti apod. (stupeň krutosti: ,'stredný").
Klasifikácia kľutosti postupov celkovo:,,stľednáíí.

Preukázanie súladu s požiadavkou nahľadenia, obmedzenia a zjemnenia:
Nahľadenie (Replacement): Pľi oveľovaní možných alteľnatívnych metód pľe pľípadnú
náhľadu navľhovaných metodických postupov sme nenašli vhodnú alteľnatívnu metódu k
metódam používaným na prípravu modelu pl'úcnej fibrózy, pomocou ktorej by bolo
moŽné realizovať naše postupy bez pouŽitia zvierat. Štúdium zmien po vytvorení
modelov pl'úcnej fibrózy sa v súčasnosti v celosvetovom meľadle realizuje prevažne na
myšiach a potkanoch, hoci ojedinele je možné nájsť aj ptáce, kde bol model pl'úcnej
fibrózy vyvolaný na moľčatách, psoch alebo pľimátoch. Čiastkové výsledky by bolo
možné získať aj štúdiom zmien na myšiach' táto metodika však nie je pľe nás vhodná'
nakol'ko je technicky a prístľojovo náročnejšia, dochádza pri nej k väčšiemu úhynu
zvierat a ýťaŽnosť výsledkov z ana|ýz tkaniv (pl'úc, pečene' sľdca, obličiek) je
neporovnatel'ne nižšia ako pri postupoch na potkanoch. Postupy nie je moŽné nahradiť
ani in vitro metódami, ani použitím počítačových simulácií. Použitie potkanov pľe
vytvoľenie modelu pl'úcnej fibľózy je v našich podmienkach optimálnym riešením.

obmedzenie (Reduction): Na získanie validných výsledkov použijeme n=l6 zvierat
vkaždej skupine (Fibróza 14 dní/I(ontľola 14 dní aFibróza28 dni/Kontľola28 dní), čo
povaŽujeme za najniŽší možný počet tak z hl'adiska ľepľodukovatel'nosti, ako aj z
hl'adiska získania nevyhnutných údajov a objektívne hodnotitel'ných výsledkov. Menší
počet zvierat v jednotlivých skupinách by mohol zvýrazniť pôsobenie inteľ-
individuálnych ľozdielov s možnosťou spochybnenia objektívnosti výsledkov.
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Celkový počet zvierat (n:l6) vkaždej skupine ľozdelíme na 2 podskupiny (n=8) podl'a
pľotokolu plánovaných vyšetrení tkanív a oľgánov tak, aby sme získali pre každý typ
analýzy n=8 vzoľiek v jednotlivých skupinách; pl'úca: bľonchoalveoláľna laváž polovice
pl'uc a analýza buniek BAL, histologické a imunohistochemické vyšetľenie tkaniva pl'úc,
hodnotenie reaktivity pl'úc na bľonchokonstrikčné mediátory (metacholín, histamín),
hodnotenie pl'úcneho edému (wet-dľy lung weight ľatio), vzoľka tkaniva pre ľtPCR,
pľípľava tkanivového homogenátu na analýzy maľkeľov zápalu, oxidačného poškodenia,
apoptózy, ťlbrózy atď.; sľdce" pečeň" obličky: histologické aimunohistochemické
vyšetľenie tkaniva sľdca, vzoľka tkaniva pľe ľtPCR, pľípľava tkanivového homogen átu na
analýzy maľkeľov zápalu, oxidačného poškodenia, apoptózy atď.

Zjemnenie (Refinement):
Zaobchádzanie so zvieratami bude zabezpečené tak, aby boli uspokojené ich základne
fyziologické potľeby vrátane klimatických podmienok (teplota pľostľedia 20-24 "C,
vlhkosť vzduchu 40-60%) a poskytnutia optimálneho množstva vhodnej potľavy a tekutín
ad libitum. Stľes u zvierat budeme minimalizovať šetľným zaobchádzaním a obohatením
prostľedia pľedmetmi na hľu a hľyzenie. Pľípľava modelu ,,pl'úcnej fibľózy" bude
prebiehať v laboľatóľiu v pokusnej časti centrálneho zverinca, kde sa bude ľealizovať
inhalačná anestéza izofluranom, tľansorálne intľatracheálne podanie siliky, priebeŽná
kontľola zvietat počas vývoja modelu ochoľenia vľátane váŽenia, ako aj eutanáiia zvierat
na konci postupu, tj. v známom pľostredí pre zvierutá, aby sa minimalizoval stres.
Ukony, ktoľé by mohli byť pľe zviera nepríjemné alebo bolestivé, budú pritom
vykonávané v celkovej inhalačnej anestéze (podanie sil!ky, eutanázia).
V súvislosti s vyvolávaním modelu ,,pľúcnej ťlbrózy" očakávame aj moŽne zhoľšenie
zdľavotného stavu: zvieratá môŽu reagovať zmenou spľávania (môžu byť izolované od
skupiny, menej pohyblivé, nemať záujem o okolie), môžu mať nižší pľíjem potravy
avody, môŽe sa objaviť zježenie sľsti apod. Pri zhoršení zdľavotnéĹo stavu bude
zvierutám poskytnutá zvýšená staľostlivosť a liečba. V pľípade zhoľšenia zdľavotného
stavu, ktoľé presahuje mieľu očakávaného zhoľšenia stavu v súvislosti s vyvolávaným
ochorením, vedúci pľojektu na zák|ade vysledného human end-point ikóľe a po
konzultácii s veteľinárnym lekárom rozhodne o humánnom ukončení p-ostupu eutanáziou.

Projekt bude podliehat' opätovnému schvaloovaniu: nie
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PRĺLoHA 2

Netechnické zhrnutie projektu

Názov projektu. Cielená modulácia črevnej mikrobioty a jej transplantácia v prevencii a terapii

črevných zápalových chorôb - pilotná štúdia

čĺsIo konania rozhodnutia o schválení proiek ,r, 4 ĺ ss l /q'?z / f 3
ĺĺ

Kľúčové slová v projekte (max. 5 slov): ulcerózna kolitída, dextran sulfát sodný, fekálna

transplantácia

Uče! projektu-: základný výskum

Ciele projektu:

Nešpecifické črevné zápaly (inflammatory bowel disease, lBD) je skupina chronických

zápalov tráviaceho traktu, ktore majú neinfekčný pôvod a príčiny ich vzniku nie sú zalial'

dostatočne objasnené. Jednou z foriem lBD je ulcerózna kolitída, pri ktorej je zápal lokalizovaný

v oblasti hrubého čreva a konečníka, má kontinuálny charakter a zasahuje len mukóznu vrstvu

črevnej steny. Terapia je v sÚčasnosti skÔr symptomatická, v pokročilejších štádiach ochorenia
je nutný chirurgický zásah. Často sa vyvĺjajú závaŽné komplikácie, vedúce aŽ k invalidizácii

pacienta. Z toho dÔvodu sa hl'adajú nové moŽnosti prevencie a liečby lBD. Jednou z nich je

transplantácia črevnej mikrobioty, pri ktorej sa do tráviaceho traktu aplikuje kompletná komunita

črevných mikroorganizmov získaných od zdravých darcov. Predkladaný projekt je pilotný, jeho

ciel'om je nájsť optimálny spôsob indukcie chronickej kolitídy. SÚčasne sa bude hl'adať

optimálna časová schéma aplikácie črevnej mikrobioty tak, aby sme čo najvernejšie imitovali

priebeh ochorenia u pacienta a súčasne bol dosiahnutý maximálny terapeutický účinok fekálnej

transplantácie. Na základe výsledkov tejto štúdie bude podaná žiadost'o schválenie postupov, v

ktorých otestujeme terapiu ulceroznej kolitídy fekálnym transplantátom obohateným o

špecifikované druhy baktériĺ resp. naturálnych látok. Ako model bude vyuŽitý konvenčný kmeň

potkanov s chemicky (dextran sulfátom sodným) indukovanou kolitídou. V projekte budú

stanovované morfologické (stena tráviaceho traktu), mikrobiologické, biochemické a
imunologické (lokálna a systémová imunitná odpoved') parametre.

Prínos z vykonaného projektu:

Pacienti s ulcerÓznou kolitĺdou často trpia závaŽnými včasnými i neskorými

komplikáciami, ktoré významne znižujú kvalitu ich života. Z toho dôvodu sa hl'adajú nové



moŽnosti liečby lBD. Fekálna transplantácia by mohla byt' výhodným, málo invazívnym

terapeutickým prístupom. Prínosom predkladaného projektu bude zavedenie modelu chronickej

ulceroznej kolitídy a optimalizácia aplikácie fekálneho transplantátu tak, aby v d'alších

experimentoch mohol byt'testovaný účinok cielene upravenej črevnej mikrobioty. Z dlhodobého

hl'adiska budú výsledky slúŽiť ako základ pre klinické ŠtÚdie.

Druhy použitých zvieľat a ich predbežné počty:

laboratórne potkany, kmeň Sprague-Dawley, spolu 30 zvierat

PredpokIadaný nepľlaznlvý vplyv/ujma na použité zvieratá v ľámci vykonávania pľojektua

predpokladaný stupeň krutosti:

Uplatňovanle zásad 3R

L Nahradenie zvierat

Stupeň kľutosti

slabý

stredný

slabý

stredný - krutý

stredný

slabý

Vplyv na zviera

Krátkodobý slabý stres, bez bolesti

Strednodobý mierny stres' opakovaná

bolesť spôsobená vpichom ihly.

Bez bolesti, roztok DSS podávaný

v pitnejvode.

Na 4'-5. deň podávania DSS sa u zvierat

rozvijajÚ zápalové zmeny v oblasti

hrubého čreva, sprevádzané výskytom

hnačiek, úbytkom telesnej hmotnosti,

krvácaním z tráviaceho traktu.

Bez stresu a bolesti. Postup bude

vykonávaný v l'ahkej celkovej anestéze.

Transplantát bude opakovane aplikovaný

do lÚmenu hrubého čreva pouŽitím

katétra z ohybného mäkkeho materiálu,

s oblou špičkou.

Bez stresu a bolesti. Postup vykonávaný

v hlbokej celkovej anestéze.

Postup

VáŽenie zvierat, handling

opakované injekčné i.p

podanie anestetika

Chemická indukcia

ulceroznej kolitĺdy -
podávanie DSS

Vývin ulceróznej kolitídy

Fekálna transplantácia

Dekapitácia



Nahradenie experimentálnych zvierat nie je moŽné vzhl'adom na charakter experimentu.

Vzájomnú interakciu črevného epitelu, transplantovanej črevnej mikrobioty a imunitného

systému ako odpoved' organizmu na vznik kolitídy je moŽné skúmat' len v podmienkach in vivo,

za účasti d'alších kl'účových regulačných systémov - nervového a hormonálneho. Výhodou nami

zvoleného modelu lBD oproti in vitro modelom alebo gnotobiotickým zvieratám je beŽné

mikrobiálne osídlenie čreva pokusných zvierat a prítomnost' štandardne vyvinutého imunitného

systému, ktorého jednotlivé zložky sa vyvíjajú v priebehu ontogenézy v kontakte s antigénmi z

prostredia.

2. Redukcia počtu zvierat

Počet zvierat v postupe bol zvolený tak, aby sme dosiahli valídne a reprodukovatel'né výsledky,

ktore je moŽné vyhodnotiť vhodnými štatistickými metódami. V DsS modeli ulceróznej kolitídy je

nutné počítať s určitou mierou variability zápalových zmien v stene čreva, najmä v dÔsledku ad

libitum príjmu DSS v pitnej vode, preto je potrebné pouŽiť uvedené počty zvierat. Ďalšie

zniŽovanie počtu zvierat by ohrozilo dosiahnutie hodnoverných výsledkov projektu.

3. Zjemnenie

V priebehu pokusu bude utrpenie zvierat minimalizované na najniŽšiu moŽnú mieru. Zdravotný

stav a prejavy bolesti budÚ denne monitorované zaškolenými a skÚsenými pracovníkmi. Kolitída

sa bude vyvíjať počas 2 resp. 3 cyklov, kde sa budú striedať periódy aplikácie Dss
s prestávkami na regeneráciu črevnej sliznice, počas ktorých sa namiesto DSS bude podávať

voda. Tento prístup je blízky priebehu ochorenia u l'udĺ, kde sa striedajú obdobia pokoja

(remisia) s obdobiami náhleho vzplanutia (relaps). Všetkým zvieratám bude transplantovaná

črevná mikrobiota, je teda možné očakávat' zmiernenie priebehu kolitídy. Podávanie liečiv na

zniženie bolesti zvieratám s aplikovaným DSS nie je moŽné z dôvodu ovplyvnenia sledovaných

parametrov, čím by mohlo dôjst'k zmarenĺu naplnenia ciel'ov projektu.

Human end point projektu

Bodové ohodnotenle

4 body

3 body

3 body

Sledovaný ukazovateľ

Strata hmotnosti20 %

Riedka vodnatá stolica

Masívne krvácanie z rekta

Po dosiahnutí tohto stanoveného skóre bude zviera vyradené z projektu a humánne usmÉené
predávkovan ĺm anestetika (tiopental).

Projektbudepodliehat'opätovnémuschval'ovaniu: áno ,/" S n'e+ĺítc'r--
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Netechnické zhľnutie projektu

Názovpľojektu: 4sll 3ĺ,lq-22,,'ĺ f 3
Moľfologická a funkčná ana|ýza meningov u potkanieho modelu tauopátie

Kl'účové slová v pľojekte (max 5 slov): meningy' lymfatický systém, patologicky modifikované
pľoteíny

Účel pľojektv Zák|adný výskum

Podľobný účel postupu:
Centrálny neľvový systém (CNS) patrí medzi imunologicky pľivilegované tkanivo, chľánené
hematoencefalickou bariérou. Paľenchým CNS je obalený sériou pľekľývajúcich sa membľán, ktoľé
sú spoločne označované ako meningy. Meningy poskytujú d'alšiu baľiéľu CNS, nesú rozmani\|J
škálu ľezidentných imunitných buniek a slÚŽia ako kl'účové ľozhľanie s periféľiou.
Nedávne štúdie výľazne zlepšili naše chápanie meningeálnej imunity, čo dokazuje' ako komp|exný
imunitný dozoľ ovplyvňuje funkcie CNS zaýziologických ipatologických či zápalových procesov.
Distribúcia a stav aktivácie meningeálnych imunitných buniek môŽe hlboko ovplyvniť homeostázu
CNS a pľispieť k neuľologickým poľuchám, pľičom pri zachovaní ich funkčosti' tieto bunky naopak
prispievajú k ochrane CNS.
Dal'šou významu súčasť meningov pľedstavujú nedávno objavené lymfatické cievy (Aspelund et
al.,2015;Louveau etal.,2015; Mesquita etal.,2018). Tieto cievy boli opísané u myší i l'udí,
pľičom ich presná funkcia zafyziologických a patologických okolností ostáva nejasná. Pľedložený
projekt má za úlohu charakterizovať meningeálny lynfatický systém nie len z moľfologického ale
najmä tak z funkčného hl'adiska.
Vzhl'adom nato, Že pacientov tľpiacich Alzheimeľovou choľobou (ACh) neustále pribúda, spľávne
chápanie akým spôsobomje CNS chránené ľesp. akým spôsobom dochádza ku,,klírens" agľegátov
patologicky modifikovaných proteínov z CNS, je dôleŽité pľeskúmať akú úlohu zohtétva v tomto
procese vaskulárny systém' konkrétne lymfatické cievy. V projekte sa zameriam e na analýzu
lymfatického systému v zápalovom pľostľedí ktoľé je pľítomné v našom tľansgénnom potkaňom
modeli. Po rnoľfologickéj charakterizácii lymfatických ciev u tľangénnych zvieľat sa zameriame na
schopnosť meningeálnych lymfatických ciev odvádzať patologické agregáty (extľaceluláľny tau
pľoteín) z CNS a CSF do peľifeľie. Pľe účely projektu budeme zvieratám aplikovať látky uvedené
v tabul'ke č.l príloha:l, a sledovať klíľens mikromolekúlako i makromolekúl (relevantnosť
k ve|'kosti agregovaných a neagregovaných foriem patologicky modifikovaných pľoteínov).

Pľínos z lykonaného pľojektu:
Výskum významne prispeje k lepšiemu pochopeniu fyziologických pochodov zapojených do
udrŽiavania homeostázy CNS a procesov pľebiehajúcich za neurodegeneľatívnych
podmienok s ohl'adom na,,klíľens" patologickýchlezii, čo v konečnom dôsledku pomôže pľi
dizajne účinných stratégii v boji pľoti Ach.

opodstatnenost'pokusu a použitie zvierat v postupe
Ciel'om pľojektu je chaľakteľizovať meningy potkanov z hl'adiska imunitných buniek a
lymfatických ciev. Na moľfológické a funkčné analýzy lymfatického systému meningov je nutné
použiť Žive zvieratá' nakol'ko komplexnosť dejov odohľávajúcich sa v oľganizme nemožno
nahľadit7 rekapitulovať v podmienkach ex vivo. Pokusy sú navľhnuté v súlade s legislatívnymi a
etickými normami, ktoľé sa vzťahujú na prácu s laboľatóľnymi zvieľatami'

Dľuhy a počty použitych zvierat v postupe:
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Jednotlivé skupiny a podskupiny zvierat použitých V postupe sú uvedené v tabul'ke č 2 a3. Celkovo
bude použitych 100 potkanov z toho 50 transgénnych a 50 netransgénnych zvierat. Budú použité
samce a samice v ľovnakom pomeľe'

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité zvieratá v ľámci lykonávania pľojektu:
Zvieratáv skupine A (Tab.č.2, príloha:1) budú slúžiť ako pilotný experiment, kedy štandardizujeme
mnoŽstvo a spôsob podávania látok' a síce pomocou steľeotaktickej aplikácie do paľenchýmu
mozgu alebo do cisterna magna pomocou kanylácie. Na základe zistených výsledkov budeme
v nasledujúcej skupine B (Tab.č.2' pľíloha:1) aplikovať metódou ktoľá sa osvedčí ako významnejšia
z hl'adiska expeľimentálnych dát. Prehl'ad plánovaných látok použitých v jednotlivých postupoch je
uvedený v Tabul'ke č. 3. Pľed ukončením postupu bude každé zvieľa uvedené do hlbokej anestézie
s následnou transkaľdiálnou peľfúziou a po humánnom usmrtení (dekapitácia) im budú odobraté
tkanivá: meningy' mozog, ceľvikálne lymfatické uzliny. Nepredpokladá sa nepriaznivý vplyv na
zviera, zvierutá ľeagujú vel'mi dobre na intľaceľebľálnu aplikáciu ako i na kanyláciu cisteľny
magna. Poopeľačná bolesť je utlmená analgetikmi. Počas doby pľežívania (max 5 dní od aplikácie),
bude zdravotný stav zvierat pľavidelne monitorovaný'

Charakteľizácia látok jednotlivých látok:
FITC Dextľan:
FlTC-dextľan Dextľan(3' , 6'dihydľoxy-3-oxospiľo(isobenzofuľan-1(3H) , 9'-()
dextľán sa pouŽíva v kardiovaskuláľnych, mikľocirkulačných, peľfúznych' bunkových
monovrstvách a výskumoch pľiepustnosti bunkovej membľány ako fluorescenčná zlúčenina s
indikátoľom toku, ktoľá umožnuje meranie procesov' ako je prietok krvi, poškodenie membľán,
cievna drenáŽ, eliminácia obličiek ai. Látka sa bežne aplikuje in vivo do zvierat.

Tau-fluorophore:
Pľoteín tau sa puľifikuje pomocou FPLC, čo je v našom inštitúte dobre zavedený postup.
Rekombinantný tau pľoteín nenesie Žiadnu modifikáciu, ako napríklad hypeľfosfoľyláciu'
pozoľovanú pri Alzheimeľovej choľobe. obľat tau proteínu je ľýchlejší; celkové tľvanie
expeľimentu je preto kľátke. okrem toho sú fluórované konjugované proteíny široko používané ako
indikátoľy v biologických štúdiách po celom svete. Faľbivo sa l'ahko eliminuje z obehu v dôsledku
jeho ľozpustnosti vo vodných médiách. Neočakávame pľeto žladne nepriaznivé účinky.

EB:
Faľbivo Evans blue (EB) má dlhú históľiu ako biologické farbivo a diagnostické činidlo od jeho
pľvého faľbenia Herbeľtom Mcleanom Evansom v ľoku 1914. Yzhľadom na jeho vysokú
ľozpustnosť vo vode a pomalé vylučovanie, EB sa široko pouŽíva v biomedicíne' vľátane použitia
pľi odhade objemu krvi a vaskuláľnej peľmeability, detekcii lymfatických uzlín a |oka|izácii
nádoľových lézií. Nedávno boli série EB deľivátov značené izotopmi PET a môŽu byť použité ako
teľapeutické činidlá so šiľokým potenciálom v dôsledku ich zlepšeného polčasu v kľvi a zníŽeneho
uvol'ňovania. Evans blue dye (EBD) sa bežne používa vo výskume hematoencefalickéj bariéľy,
kedy sa táto léltka aplikuje in vivo do zvieľat za účelom sledovania poškodenia baľiéľy. Látka v
nízkej koncentrácii je zvieratami dobre toleľovaná.

Reakcia zvierat na aplikované látky:
Vo všeobecnosti neočakávame žiadne komplikácie u netľansgénnych hlodavcov ani tľansgénnych hlodavcov
FITC dextľán, Evans blue sa beŽne aplikujú in vivo zvieratálm bez pozorov ania adverzných ľeakcií.
Po kaŽdej aplikácii sÚzvieratá sledované, hodnotí sa ich celkový stav apatia, pľípadne zvýšená
aktivita' ktoľé by mali odznieť v pľiebehu páľ minút.
Pľedpokladáme však, že ak sa vyskytne porucha lymfatickej drenáže v dôsledku prítomnosti neurofibriláľnej
patológie u tľansgénnych zvierat, klíľens farbiva môže byť pľedĺžený v poľovnaní s netransgénnymi
hlodavcami. Identifikácia tohto procesu je jedným zhlavných expeľimentálnych cie|'ov pľojektu.

2
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M a nip ultÍc ia so zvie rata mi:

Zohl'adnenie 3R
Zjemnenie: Pľi manipulácii so zvieľatami sa budú dodržiavať interné štandardné pľacovné postupy.
So zvieľatami sa bude zaobchádzať humánne a nebude sa im vyvíjať pľebytočný stres. Zvieľatá sú
chované v podmienkach vyhovujúcich ich fyziologickým a sociálnym potľebám. Starostlivosť o
zvieratázabezpeéuju osoby, na ktoľé si zvieratázvykli. V zveľinci NIU SAV je denne kontľolovaný
a monitoľovaný zdravotný stav a pohoda zvierat' Pri prejavoch zmien zdľavotného stavu
veterináľny lekár upovedomí vedúceho expeľimentu o prípadnej potrebe vyradiť zviera z
expeľimentu a pľistúpiť k humánnemu usmľteniu zvieraťa'
Invazívne zákľoky (steľeotaktická ap1ikácia, aplikácia do cisteľna magna) budú vykonané
v celkovej anestézii, v plánovanom mieste incízie bude pľimárne aplikované lokálne znecitlivenie
v podobe lidokainu. Po operačnom zákroku bude zvieľatám aplikované analgetikum Rimadyl.

Redukcia: V navrhovanom expeľimente budeme vyuŽívať zvieratá z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval počet pokusných zvierat a aby sa nemuseli používať extra zvieľatá a pripúšťanie.
Stanovený počet zvieľat je minimalizovaný v čo najvyššej možnej mieľe a zároveťl zabezpečujirci
štatistickú ľelevantnosť dosiahnutých výsledkov.

J

Kľutost'
slabá

slabá

stľedná

stredná

slabá

slabá

stľedná

Vplyv na zviera
Krátkodobý mieľny stľes spôsobený manipuláciou. Bolesť
slabá. Trvanie l -2 minúty.
Štandaľdná metóda. Krátkodobý mierny stľes spôsobený
manipuláciou a obmedzením pohybu. Bolesť slabá. Tľvanie
30 sekúnd.
Standardná metóda.Nastľihnutie kože na hlave (1cm ľana),
vyvŕtanie malého otvoľu do lebky (l mm), aplikácia látky
do cielenej oblasti mozgv, zošitie rany. Po-operaéná bolesť
bude utlmená analgetikami. Trvanie 1 -60minút.Bolesť
stľedná.

Štandardná metóda. Zviera je v celkovej anestéze, tupou
pľepaľáciou svalov kľku sa odhalí duľa mateľ, následne sa
do nej zavedie kanyla napojená na stľiekačku a vpľaví sa
látka do cistery. Po-opeľačná bolesť je utlmená
analgetikami. Tľvanie l-30 minút. Bolesť stredná.
Zvieratá ľeagujú vel'mi dobľe na intraceľebrálnu aplikáciu.
Poopeľačná bolesť je tlmená analgetikmi'
Bolesť slabá až stľedná.
Zvieratá steľeotaktickú aplikáciu do mozgu ako aj KCM
znášaju dobľe a rýchlo sa po nej zotavujú. Zvieratásil
počas doby ptežív ania pľavidelne monitoľované'
pravidelne kontľolovaný zdravotný stav, a najneskoľ po 5
dňoch odo dňa aplikácie budú humánne usmľtené.
Štandaľdná metóda. Zvieľa sa v celkovej anestézii
tľanskardiálne peľfunduje štandaľdným roztokom (PBS s
hepaľínom). Samotná peľftnia pľebehne v celkovej
anestézii, z ktorej sa zvieľa už nepľebudí. Bez moŽnosti
zotavenia.
Stľedná a bez moŽnosti zotavenia

Chaľakteľistika postu pu
Váženie zvierat

Kľátkodobá fixácia
a intľaperitoneálna
in.iekcia anestetík
Steľeotaktická
aplikácia v celkovej
anestézii

Kanylácia cisteľna
magna (KCM)
v celkovej anestézii

Stav zvierat počas
obdobia pľežívania

Transkaľdiálna
peľfúzia zvierat

Celkové hodnotenie
krutosti



Príloha 2: Netechnické zhľnutie

Nahľadenie: Účelom projektu je opísať moľfológiu menigeálnych imunitných buniek
a meningeálneho lymfatického systému, a sledovať efektívnosť drenáže meningeálnych
lymfatických ciev. Dané ciele, vzhl'adom na komplexnosť dejov odohľávajúcich sa v oľganizme,
nie je možno realizovať ex vivo a teda je potrebné vyuŽiť žive zvieratá.

Zásada nah ľaditelonosti zvieľat
Pre hl'adanie alternatívnej metódy sme pouŽili nasledovné ľegistľe medzináľodne oveľených a
uznaných alternatívnych metód (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenašli žiadnu alteľnatívnu
metódu, ktorú by sme mohli pouŽiť vo svojom pľojekte' aby sme nemuseli vykonávať expeľimenty
nazvieratách. Zvieratá nebudú vystavené opätovnému pouŽitiu ani kumulatívnemu účinku.

Utľpenie versus pľínos
Zvieratá v danom expeľimente nebudú vystavené utrpeniu' všetky aplikácie látok a odbery tkanív sa
uskutočnia v hlbokej anestézii. Zvieratá budú humánne usmľtené. Výsledky získané z plánovaného
expeľimentu môŽu významne napomôcť pochopeniu funkcie lymfatického systému CNS, ajeho
úloh v pľocese neurodegenerácie.

Zaéiatok pokusu je plánovaný na 31.6. 2019 a bude sa realizovať do 3l.12.2020.
Zvieratá nebudú vystavené opätovnému použitiu.
Projekt nevyžaduje spätné posúdenie (podl'a Nariadenia vlády SR č. 37712012 Z.z.).
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Príloha č.2

Netechnické zhľnutie pľoj ektu

Názov pľojektu: Teľapeutický efekt ľôznych účinných látok a účinných lŕltok viazaných na
nanočastice na progľesiu nádoľových xenogľaftov.

Kl'účové slová: xenogľaft, príľodné látky, pľotilátky, chemoteľapeutikum, nanomateriál

Účel projektu:
Základný výskum

Ciel'projektu: Hlavným ciel'om projektu je ozrejmiť terapeutické účinky rôznych účinných |átok a
účinných látok viazaných na nanomateľiál ľôzneho charakteľu na tvorbu a ľast nádorov' Použité
účinné látky už boli testované in vitro, kde vykazovali silnú protinádorovú aktivitu.

Prínos pľojektu: HlavnýIn prínosom tohoto projektu, bude v prípade potvľdenia protinádoľovej
aktivity testovaných látok in vivo, možnosť vyrrŽitia testovaných látok a postupov na zefektívnenie
liečby nádoľových ochoľení. Mnohé z testovaných látok sú v súčasnosti na trhu dostupné ako liečivá
alebo výživové doplnky a pľeto poznanie ich efektu na tumorigenézuby malo význam pri manažmente
nádoľových ochoľení u l'udí.

Počet a dľuh použitych zvierat: Myš laboľatoľna(Mus m.usculus),NMRI nu/nu samice 900 ks' SCID
samice, 100 ks

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité zvieratá v rámci vykonávania pľojektu:
Počas tetovania, aplikácie buniek pod kožu, alebo do chvostovej ŽiIy' intľaperitoneálnej aplikácie

luciferínu a účinných látok a počas meľania vel'kosti xenogľaftov, prípadne váženia budú zvieratá
prežívať miernu nepohodu a krátkodobý (menej ako 60sec) stľes. Počas in vivo imaging analýzy budu
zvieratá v inlralačnej anestézii umiestnené na vyhrievanej podložke v skenovacom zariadení,takžeby
nemali utrpieť významnu ujmu.

V niektoľých prípadoch bude nutné odoberať aj kľv z orbitálneho sinusu alebo chvostovej žily
v anestézii, alebo z vena saphena. Maximálne odobraté množstvo bude 200 mikľolitľov. Kľv bude
odobeľaná l x týŽdenne, takže by nemalo dochádzať k výraznej ujme.

Xenogľafty, ktoľé zvieratávytvoľia pojednorazovej aplikácii nádorových buniek' budú podkožné
a nepľesiahnu vel'kosť 1 cm3. Xenografty sú najmenej invazívny, najmenej zdravie a preŽívanie
zvierat ovplyvňujúci typ nádoru. Xenografty sa aplikujú subkutánne, čo je pľe organizmus najmenej
zaťažujica aplikácia, formujú nádor v mieste vpichu a bunky z nádoru sa nešíria do iných častí tela.

Navľhované postupy môžu vyvolať zhoršenie zdravotného stavu zvierat, najmä u kontrolných
zvierat, ktoré nebudú liečené. Zhoľšenie zdravotného stavu sa môže prejaviť stratou hmotnosti alalebo
sťaženým dýchaním, nechutenstvom. Zdľavotný stav zvierat sa však bude denne kontľolovať. U
zvieľat, ktoľé vyvinú nádor budeme sledovať ich správanie, či majú zhľbený postoj, Zmenu výrazu
tváľe alebo najeŽenú srsť. Za human end point budeme povaŽovať Zmenu výľazu tváľe podl'a
publikácie DJ Langford et al',20l0: Coding of facial expressions of pain in the labo-ľatoľy mouse'
NATURE METHODS, VoL.7 No. 6 JUNE 20l0; doi:10.1038/nmeth.l455' Pľizískaní minimálne 4
bodov V Zlnene výrazu tváre bude zviera usmrtené. Zvieratá sa usmftia cervikálnou dislokáciou
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v inha|ačnej anestézii (Isoflurin). Usmrtenie zvieľat na konci pokusu je nevyhnutné pre získanie
nádorového tkaniva.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti: stredná

Súlad s požiadavkami ,,3R"
Nahľadenie:

Učinné látky, ktoré budeme v tomto pľojekte testovať, vykazujú vo všetkých in vitro testoch na
bunkových kultúľach, vrátane 3D modelov nádoľových sfeľoidov, signifikantnú pľotinádoľovú
aktivitu. Ďalším dostupným stupňom testovania, sú hlodavce, ktoľé sa v tomto štádium nedajú
nahradiť iným postupom.

Obmedzenie:
Z experimentov uskutočnených na bunkových kultúrach in vitro a z dostupnej vedeckej

liteľatúry sme schopní určiť dávkovanie účinných látok ako aj fľekvenciu dávkovania. Na testovanie
nazvieratách používame len látky, ktoré vykazovali na bunkových kultúrach pľotinádoľové účinky.

Počet zvierat v skupinách je minimalizovaný tak, aby mohli byť získané štatisticky
vyhodnotitel'né výsledky. Ak získame štatisticky signifikantne dátaz menšieho počtu zvieľat, nebude
potľebné pouŽiť celkový plánovaný počet.

Postupy azloženie pokusných skupín sú naplánované tak, aby bolo možné vyuŽiť jednu
kontrolnú skupinu zvierat pre čo najviac testovaných látok.

Zjemnenie:
Zvieľatá budú drŽané v skupinách umoŽňujúcich prirodzene sociálne správanie so stálym

prísunom potľavy apitnej vody. Máme vypracované postupy, ktoré minimalizujú Íraumatizáciu
zvierat počas injekčných aplikácií. Na pľojekte sa budú podiel'ať len skúsení pľacovníci vyškolení na
prácu s laboratórnymi zvieratami. V pľípade potreby bude vykonané humánne ukončenie postupu.
Pľostredie, v ktoľom sú zvieratá ustajnené je obohatené papieľovýrni rolkami, papieľovou vatou,
prípadne paličkami na ohryzovanie. So zvieratami sa zaobchádza opatrne a citlivo.

Spätné posúdenie pľojektu:
Ano /, 3 wu-, ĺa ,r, n/ u/,-, ,j?r'4 ľ"/?//4
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v\ Projekt č. 38, Pľílohač.3,1l3

NETECHľIcKľ ZHRNUTIE PRoJEKTU

Názov pľojektu: Stanovenie imonomodulačného účinku prípľavku IMMoDIN v kľvi
morčiat po indukovanej supresii látkou azathioprin.

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojekt r, /! 3,ĺ 6 
f 

t 0t - 224 l3
Kl'účové slová v pľojekte (max 5 slov): moľča, imunita, supľesia, azathioprin,IMMoDlN

Účel pľojekt uz základný/tľanslačný výskum

Správne fungovanie jednotliqých zložiekimunitného systému u l'udíje pľedpokladom väčšej odolnostivoči onkologickým, infekčným, aleľgickým a d'alším ochoreniam, ktoýcĹ počet naľastá. Imunitný
systém je tvorený bunkovou zložkou a vel'kým počtom bunkami produkovaných mediátoľov, ktoréľegulujú imunitné reakcie pri každom zo spomínaných skupín ochorení špecificky. Pľi poškodeníniektorej zložky je naľušená celková homeostáza imunitného systému, pričom táto imunologická
supresia môže viesť k vzniku vážnych ochoľení. Podávanie vhodného imunomodulačného pľípľavku
môže preto qýznamne pozitívne ovplyvniť celkový ýsledok liečby pacientov, u ktoých je zistenázniženáfunkciaimunitnéhosystému.Jednýmztakýchtopľípravkovje@.
Ide o dialyzovaný homogenát leukocýov (DHI-) perifeľnej kwi zdľaých jedincov, ktory obsahujenízkomolekulové látky s velkosťou do l0 kDa.
Azathiopľin je chemická látka (puľínoý analóg) používanána antigénovo-nešpecifickú imunosupresiuu l'udí a to hlavne pri ochoľeniach ako sú autoimúnne ochorenia a tľansplantácie orgánov. Jehomechanizmus účinku na všetky proliferujúce bunky, teda aj imunitné bunky, (napľ. T a B lymfocyty)je inhibícia enýmu, ktoý je potrebný pľe syntézu DNA.

Ciele pľojektu:

l/ pomocou metódy pľietokovej cýometrie sledovať vybľané parametľe bunkovej imunity v krvimorčiat
2l overiť či jednoľazová dávka imunosupľesívnej látky azathioprin vyvolá pokles v pľopoľciách Tlymfocýov poľovnatelhý s ich poklesom v ľozetovom teste. okrem toho zistiť vplyv látky na Blymfocyý, CD4 aCD8 lymfocyý.
3/ oveľiť či jednoľazová dávka IMMoDINu stimuluje proliferáciu T lymfocytov, a či dôjdek normalizácii aj ostatných bunkových populácii. Tento účinok potvrdiť na 6 šatžérch pľípľavku (3
šaľže pre samce' 3 šarže pre samice).

Pľínos z pľedpokladaného pľojektu:
Produkt IMMoDIN je registľovaným pľípľavkom pľe humánne použitie na úpravu funkcií imunitnéhosystému pľi mnohých ochoreniach. U pacientov bola popísan á normalizátcia potlačenej bunkovejimunity' ale mechanizmus účinku závisi od typu ochoľ"nia a patológie. Pre overenie či jednotlivé
šaľže prípravku upravujú bunkovú imunitu ľovnahŕm spôsobom, je potľebné zaviesť vhodnýimunosupľesívny model' Navrhovaný postup vychŕňzaz pôvodného modelu supľesie azathiopľinom
a následnej noľmalizácie počtov T lymfocýov vplyvom IMMoDINu aplikovanom v ľozetovom teste.Výsledky projektu rozšíria vedomosti o mechanizme imunomodulačného účinku IMMoDINu na



Projekt č. 38, Pľílohač.3,2l3

kl'účové typy lymfocýov. V budúcnosti bude možné využiť postup pľe účely kontľoly účinnosti
pľoduktu a pľípadnej ľegistľácie v d'alších kľajinách EU.

Dľuhy použifých zvierat aich počfy: Moľča domáce kmeňa TRIK, 15 ks na 1 šaľžu testovanéhoprípravku, samice (3 šarže), samce (3 šaľŽe), spolu 90 ks

Pľedpokladaný nepľiaznivý vptyv/ ujma na použité zsĺieratátv ľámci vykonávania pľojektu:
PeľoľáIna aplikácia azathioprinu a subkutánrra injekcia IMMoDINu prestavujú pre zvieratálen mierny
kľátkodobý stľes' Jedna dávka azathioprinu (200mýkg) bola zvolen ál na základe odboľnej liteľatúry,predklinických testov výľobcu lieku ajeho faľmakokinetiky u moľči at tak, aby nevyvolala ýraznépoškodenie oľganizmu. Látka sa v organizme nekumuluje a postupne sa vylučuje z tela von. odberkľvi kardiálnou punkciou je vintervaloch 7-7-14 dní, čo je dostatočne dlhý čas na zregenerovanie
miesta vpichu v sľdci. Pôsobením imunosupľesíva v dávkach popísaných v tomto pľojekte saneočakáva u zvieľat celkové zhoršenie zdravotného stavu. Taktiež sa neočakáva pľetrvávajúce ľiziko
bolesti ani utľpenia.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti: shedná

Zaľadenie podlh kľutosti
Slabé

Slabé

Slabé

slabé

stredné

slabé

stredné

Vplyv na zvieľa
Knátkodobý mieľny stľes
Krátkodobý mierny stľes

Krátkodo bé obmedzenie, bolesť
slabá

Kľátkodobé obmedzenie, bolesť
slabá, mierne podľáždenie

pažer áka, vyš š ia pľedispozícia
na víľusové, hubové a

bakteriálne infekcie vplyvom
imunosupľesie

Kľátkodobé obmedzenie, bolesť
slabá (vyblokovaná

znecitlivením)' potencionálne
riziko zlyhania sľdca po
opakovanom vpichu ihly
Krátka fixácia, bolesť

vyblokovaná znecitlivením
Zníženýpočet lymfocytov,

zýšená náchylnosť na vznik
infekčného ochoľenia

Chaľakteľistika postupu
Váženie zvierat
Kľátka fixácia pn aplikácii
Jednorázová s'c. aplikácia
IMMODINU

Jednoľazová p.o. aplikácia
Azatiopľinu

opakovaný odber krvi
kaľdiálnou punkciou v anestézii

Usmľtenie dis1okáciou kľčných
stavcov v anestéze

Pôsobenie imunosupresíva
(azatioprinu)
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Pľeukázanie súladu s požiadavkou nahľadenia, obmed zenia azjemnenia: Uplatňovanie zásad3R
1. Nahľadenie:
Stanovený počet zvieľat pľedstavuje limit, ktoý je nevyhnutný pľe získanie dostatočného počtu
vzoľiek pľe štatistické vyhodnotenie výsledkov. IMMoDIN je uľčený pľe pacientov s rôznymi druhmi
imunodeficientných ochoľení, u ktoých sa očakáva imunoľeštauračný účinok a normalizácia imunitnej
odpovede' Pri overení komplexného účinku pľípravku je nutná cirkulácia (lymfatická, kľvná)
ainterakcie smnohými zložkami imunity, čo sa nedá simulovať vpodmienkach- in vitľo. Ztohto
dôvodu nie je možné nahľadiť pokus nazvieratách in vitro testami na bunkových líniách' Použitie
zvierat je pri tomto humánnom prípravku stále potľebné kvôli jeho širšej aplikácii v humánnej
medicíne pri obnove zdr av ia pacientov'
2. Redukcia počtu zvieľat:
Používanie zvieratje stále potrebné z pohl'adu testovania bezpečnosti, neškodnosti a kvality liekov.
Štatistické hodnotenie validity postupu si vyžaduje ľeprezentatívny súbor zvierut(uvedený vyššie),ktoý už nie je možné zníŽiť. Ďalšie zníženie počtu zvieľat by sa negatívne prejavilo naľeprodukovatelhosti qýsledkov a to aj v dôsledku velkej vaľiabilite imunologických parametľov u
moľčiat. Stanovený počet je pri outbľednych zvieratáchminimálny a definitívny'
3. Zjemnenie:
Zásada zjemnenia bude dodržiavaná vplnej mieľe odo dňa dodávky zvieratdo zvieratníka. Počaskaľantény pľejdú zvieratá procesom handlingu. V pľiebehu pokusu bude utrpenie z-lieratminimalizované na najnižšiu možnú mieľu a zdravotný stav bude denne monitoľovaný skúsenými
a vyškolenými pľacovníkmi. Pri odbeľe kľvi zo sľdca bude zvieratám stres zmieľnený podaním
analgetika Zo|etil' Po podaní jednej dávky supľesívnej látky sa očakáva len mierny pľiebeh zmien,
a spôsobené potlačenie imunity neohľozuje život zvieiat Humane endpoint nastane v pľípade
zhoľšeného zdravotného stavu zvieľat, ktoqý sa môže pľejaviť napľíklad ako zježená sľsť, úbýokhmotnosti oviac ako l5oÁ, zmena správania. Uvedené zvierabude vyradené zpostupu ausmľtené
v celkovej anestéze dislokáciou krčných stavcov pod dohlädom zmluvného veteľinárneho lekráľa.
Zvieratá budú chované v štandardných podmienkacĹ, ktoľé nevyvolávajú stľes a budú im poskýnuté.
Starostlivosť ozvieratá počas ustajnenia apokusu sa bude riadiť NV č,.377/2012 a 280-001-oBP
Prevádzkový poľiadok vypracovaný s ohl'adom na zdraviea pohodu zvierutv zvieľatníku.

Pľojekt nebude spätne posúdený po skončení v súlade s $ 37 bodom 2) NV 377 /2OI2:
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Názov pľojektu:

Pľíloha č.2.
Netechnické zhľnutie pľojektu

Vplyv podávania entacapone na antioxidačný status a repľodukčné
paľametre samcov potkana

číslo konania rozhodnutia o schválení projektu: 4 slv7(q - Z2 /f 3

Kl'účové slová v pľojekte (max 5 slov): entacapone, antioiidant, repľodukcia

Účel pľojektu: ZákladnÝ rrýskum

opísatn ciele pľojektu: Cieľom pľojektu je stanoviť vplyv krátkodobého a dlhodobého
podávania entacapone, inhibítora COMT, na aktivitu antioxidačných enzýmov a na
ukazovatele oxidačného stľesu v oľganizme experimentálnych zvierat, zistiť zmeny v
hladinách pohlavných hoľmónov azmeny v reprodukčných paľametroch samcov potkana. Na
zák|ade týchto výsledkov chceme uľčiť optimálnu dávku a spôsob podávania entacapone pľe
dosiahnutie jeho maximálneho možného kladného účinku na priebeh repľodukčného procesu.

Pľínos z vykonaného projektu: Neplodnosť postihuje medzi I3-t8% manželských párov
v pľiemyselne ľozvinutých kľajinách sveta. PribliŽne v polovici prípadov je príčina na stľane
muža. V posledných rokoch j e zahlavnú príčinu mužskej neplodnosti považovaný oxidačný
stres. Entacapone je látka používanáv humánnej medicíne pľi liečbe Paľkinsonovej choroby
ale niekol'ko pľác z posledného obdobia preukázalo , že máaj antioxidačné účinky.
Navľhovaný pokus by bol pľvý svojho druhu na svete, keďŽe doteraznik neskúmaImožný
kladný vplyv podávania entacapone na antioxidačný status pohlavných oľgánov, počet a
kvalitu speľmií, ani na stimuláciu tvorby pohlavných hoľmónov. Ziskaĺé infoľmácie by tak
mohli napomôcť pľi uchovaní ľepľodukčného zdravia u l'udí.

Dľuhy použitych zyierat a ich pľedbežné počty: Dospelé potkany (Rattus norwegicus),
kmeň Spľague Dawley, 60 samcov + 24O m|ádat.

Pľedpokladaný nepľiaznivý vptyv/ujma na použi té zvieratáv ľámci vykonania
pľojektu:

Nepľedpokladáme Žiadny úhyn zvieľat,keďže skupiny s vysokou dávkou dostanú
entacapone v maximálne pľípustnej dávke pľe toto liečivo. odber kľvi, intľaperitoneálne aj
peľoľálne podanie látky spôsobujú iba kľátkodobý stľes a nevyžadujú si podanie analgetík.
Izolácia orgánov bude vykonanáažpo humánnom usmrteni zvierut.

Pľedpokladaná úroveň krutosti:



Postupy v experimente navľhujeme klasifikovať do kategórie krutosti stľedná.
Zvieratá by v ich dôsledku mali pociťovať iba krátkodobú slabú opakovanú bolesť, utľpenie
alebo strach.

Yáženie - slabá
Ustajnenie _ slabá
Manipulácia so zvieľatami pri čistení vaníc _ slabá
odber Žilovej krvi kanylouzlatetálnej chvostovej žily - slabá
opakovaná i. p. aplikácia liečiv - stľedná
opakovaná p. o. aplikácia liečiv _ stľedná
Usmľtenie podaním letálnej dávky anestetika_ slabá

Uplatnenie zásad 3R

z,jemnenie _ experiment je postavený tak, aby bol minimalizovaný stľes alebo
bolesť použitých pokusných zvierat. Zvieratámbude zabezpečená dobrá výživa,
adekvátne zaobchádzanie školenými pľacovníkmi a vyhovujúciživotný priestoľ,
s dennou kontrolou životných podmienok. odber kľvi, perorálna i paľenterálna
aplikácia ľiedidla alebo entacapone budú vykonané odboľne spôsobilými
osobami. Zvýšením fľekvencie kontľoly zdľavotného a sledovaním zmien
v spľávaní zvierut po aplikácii použitej látky zminimalizujeme pocit
diskomfoľtu' ľesp. výraznej bolesti spojenej so zhoľšením zdravotného stavu
zvieruťa. V prípade výskytu takých pľíznakov, ktoľé budú pretrvávať dlhšie ako
3 dni budú zvieľatá usmľtené nadmernou dávkou anestetika s následnou
cervikálnou dislokáciou. Vzhľadom na chaľakÍer pouŽitej látky je ale možnosť
negatívnych vedľajších účinkov len veľmi málo pľavdepodobná. Usmrtenie
zvier at bude vykonané humánnym po stupom spô sobilými o sobami.

zníženie počtu zvierat - bude pouŽitý iba taký počet zvierat, ktorý zabezpeči
možnosť štatistického vyhodnotenia experimentu z hl'adiska validity pokusu a jeho
ľepľodukovateľnosti' Rovnako aizkapokusu je optimalizo vanánaiba na nevyhnutne
dlhú dobu.

nahradenie zvierat _ tento pokus sa vykoná na potkanoch, pretože je to jedno z
modeloqých zvierat v humánnej medicíne. Plánovaný experiment nie je moŽné
vykonať alteľnatívnym spôsobom bez pouŽitia živých zvierat, pľetože doterajšie
poznatky o problematike neumožňujú vytvoľenie adekvátneho modelu in vitro,ktoľý
by dokázal simulovať ovplyvnenie repľodukčných paľametľov samcov po podaní
sledovanej chemikálie. Databazy medzináľodne uznaných a oveľených
alteľnatívnych metód neobsahuj ú takéto alteľnatívne metódy.
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