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Netechnické zhrnutie projektu: 4 OG l( ’/ ,;f (7 - 2 ? % 3

Nazov projektu: Inteligentné nanopdrovité systémy ako nosice licéiv (INSTAL)

KPucové slova v projekte ( max 5 slov): nanoporovita silika, nosice lie¢iv, i.v. podavanie, potkan, HPLC

Ukel projektu’: Zakladny vyskum

Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opis ciel’ov projektu:

(napr. nie st este vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost’ jeho vykonania z hl'adiska vedy, z klinického hl'adiska)

Ciel'om tohto projektu je biologické testovanie stability nanoporovitej siliky typu MCM-41v Zivom systéme po
uzavreti lietiva Naproxén do jej pérov na ziklade konformaénej zmeny trialkoxysilyl-derivatu kyseliny
Skoricovej, ktory predstavuje novy typ ligandu viazaného na povreh siliky. Povrchovy ligand uzavrie pory siliky,
o zabezpeci stabilitu tohto komplexu dovtedy, kym neddjde k oziareniu $tudovanych matric UV svetlom.
Nagim ciel'om je poznanie stability tohto komplexu v Zivom organizme bez vplyvu UV svetla, ako aj efektivity

uvolfiovania lie€iva z porov siliky po jeho pdsobeni.

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

V slcasnosti existuje Siroké spektrum latok, ktoré si v humannej medicine vyuZivané v terapii rdznych typov
ochoreni, avsak efektivita terapeutickej ddvky liediva je do velkej miery ovplyvnena spdsobom jeho poddvania
a vplyvom prostredia na findlnu davku (vstrebavanie, distriblcia, metabolizmus/degradacia podaného liegiva).
Potencidlnym rieSenim tohto problému je vyvoj nosiCov lieciv, ktoré su stabilné v prostredi Zivého organizmu
a umoZitujl cieleny transport terapeutickej davky lie¢iva na miesto jej pdsobenia. Existuje §iroké spektrum
materidlov, ktoré si v biomedicine vyuzivané ako nosice lie¢iv (napr. polyméry, mikrogulicky, dendriméry,
lipozémy), ktoré musia spifiat’ $pecifické kritéria ako je napr. vysokd afinita k liecivu, ktoré maju uzavriet,,
efektivne uvolfiovanie lieCiva v mieste pdsobenia, atd’. Tento experiment bude zaloZeny na testovani a poznani
stability nanocastic oxidu kremi¢itého typu MCM-41 ako nosiov liegiv v Zivom systéme po modifikécii ich
povrchu novym typom ligandu, ktory dokaZe efektivne uzavriet’ lie¢ivo do pérov siliky vplyvom UV svetla

a nasledne pory vplyvom svetla otvorit’. Trialkoxysilyl-derivat kyseliny §koricovej by tak mohol byt sTubnym
kandidatom pre stabilizdciu komplexu silika-lie¢ivo a mohol by potencidlne predstavovat novy typ ligandu
vyuZivany pre modifikdciu povrchov nanogastic na baze siliky v biomedicine. O¢akdvame, Ze vysledkom tejto
§tudie budu kvalitné data, ktoré prinesii nové poznatky o moznosti vyuzitia a aplikacic nového typu nosi¢a lie&iv

v biomedicine.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty:

laboratorne potkany, kmeft Wistar, 123 dospelych samcov (vek = 3 mesiace; hmotnost’ ~ 350g)
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Humane end point

Ak pri vyhodnoteni skére niZlie uvedenych parametrov zaznamename akékol'vek negativne zmeny zdravotného
stavu alebo sprdvania sa zvierat, budi ticto zvierata dokladne sledované. V pripade, Ze by nedoslo k zlepSeniu
stavu a vyhodnotené skore bude indikovat’ priznaky spadajice do kategérie 3 bude experimentalny postup na

danom zvierati humanne ukonéeny predavkovanim nadmernou dévkou tiopentalu sodného.

skore

sledované 0 I ] 3

parametre
1. prijem potravy/vody normalny zZnizeny slaby Ziaden
2. hmotnost’ normalna -5% -10% -20%
3. aktivita normalna pokles nizka letargia

(v aktivnej faze diia) aktivity aktivita
4. dychanie normalne plytké hlboké rychle
5. travenie normalny makka stolica | vodnata krv v
stolica stolica stolici

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

Zvieratdm bude v narkoze i.v. podané davka experimentalneho roztoku (lieCivo/nanoporovita silika+lie¢ivo).
Nakol'ko podévané injekcie buda sterilné a koncentracia lie&iva, ako aj siliky s lic¢ivom neprekrogi davky, ktoré
by mohli byt pre zvierata letdlne, predpokladdme, Ze po zasahu sa zvierata zotavia a budi preZivat’ bez
komplikacii. Vo vybranych &asovych intervaloch budd zvierats usmrtené.

Zvieratd budu priebezne sledované zmluvnym veterinirnym lekarom. V ptipade zhorSenia zdravotného stavu (v
dosledku lokdlneho zépalu po i.v. podani alebo oziareni UV svetlom), veterinamy lekar vyhodnoti potrebna
lieCbu. V pripade, Ze dojde ku manifestacii niektorého z vyssie uvedenych prejavov (humane end point) a
vaznemu zhorSeniu zdravotného stavu jedinca, bude vyhodnotené skére a v pripade potreby bude postup

ukon¢eny uplatnenim eutanazie.

Predpokladana troveri krutosti:

1. Experimentalna skupina 1 — celkovy stupeii krutosti: slaby
2. Experimentélna skupina 2 — celkovy stupei krutosti: slaby
3. Experimentdlna skupina 3 — celkovy stupett krutosti: slaby
4. Experimentélna skupina 4 — celkovy stupeti krutosti: slaby

5. Experimentdlna skupina 5 ~ celkovy stupeti krutosti: slaby
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tikon stupeti krutosti
manipuldcia so zvieratami, vdZenie, oznadovanie slaby

chvosta nezmyvatelnou fixkou

intraperitonedlna injekcia Zoletilu slaby (vpich)
intravendzna injekcia lieCiva Naproxén slaby (vpich)
intravendzna injekcia nanopérovitej siliky s lieGivom  slaby (vpich)

bodové oZiarenie koze UV svetlom slaby

samostatné ustajnenie - socidlna izol4cia slaby

potencialna reakcia na i.v. podanie — lokalny z4pal slaby
intraperitonealna injekcia tiopentalu sodného slaby (vpich), resp. bez moZnosti oZivenia
cervikdlna dekapitacia bez moZnosti oZivenia

Jednotlivé dieltie kroky vykonané na zvieratich hodnotime stupiiom krutosti slaby. Celkovy stupeit krutosti
projektu pri zohl'adneni jednotlivych krokov a kumulécie i.p. poddvania anestetik hodnotime ako stredny.

Uplatiiovanie ziasad 3R
Nahradenie zvierat

(Zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie pre¢o sa nemoze pouzit alternativna metéda bez pouZitia

zvierat)

Nahradenie experimentalnych zvierat inym experimentilnym modelom nie je moZné vzhladom na charakter
experimentu. Nakol'ko sa jedna o farmakokineticka $tadiu, pri ktorej budeme analyzovat’ stabilitu modifikovanej
nanopérovitej siliky v in vivo prostredi (telové tekutiny/tkanivo), nie je moZné experimenty vykonat' v in vitro
podmienkach na bunkovych kultirach, nakolko tento model by bol vhodny pre experimenty zamerané na
Studium transportu nosiCov lie¢iv cez biologické membrany a ich osudu po vstupe do bunky (endozomalny
transport/metabolizmus, atd’). Pouzitie animalneho modelu pre $tadium stability povrchovo modifikovanej
siliky v Zivom organizme povaZuje za vyznamné a kPa¢ové nakolko data ziskané z experimentu by mohli byt’
v budticnosti prinosom pre aplikiciu takto modifikovanych nanopérovitych materidlov v humannej medicine.

Experimenty budi realizované na hlodavcoch, ktoré si fylogeneticky blizsie &loveku ako nizsie ivotisne druhy.
Redukcia poétu zvierat

(Zddvodnenie pouZitia urteného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie toho, Ze sa

pouzil minimdlny moZny podet zvierat)

Poet zvierat v experimentélnej skupine 1 a 2 predstavuju 4 jedince (n=4); kazdy interval skupiny ¢.3,¢.4a¢.5
predstavuje 5 zvierat (n=5). Tieto poéty sme zvolili s ohl'adom na nutnost’ ziskané vysledky hodnotit’ pomocou

vhodnych §tatistickych met6d, aby boli objektivne a hodnoverné,
Zjemnenie

(Vysvetlit’ vyber pouzitych druhov zvierat, zddvodnenie pouzitia zvierat’a, objasnenie spdsobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli vedecké ciele

projektu)
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V experimente buda pouZité dospelé samce potkanov kmefia Wistar. Saméie pohlavie bolo zvolené s ohladom
na pripadné rozdiely v datach, ktoré by mohli vzniknit' v dosledku odlisnej metabolickej aktivity,
¢i hormondlnych rozdielov medzi samcami a samicami. V chovnom zariadeni -‘l‘lajﬁ experimentalne
zvieratd komfortné podmienky ustajnenia, ktoré im nevyvolavaji zbyto&ny stres. Velkost' a typ klietok, podet
zvierat v klietke, svetelny a kfmny reZim su nastavené optimélne pre potreby experimentalnych zvierat. Klietky
su pravidelne Cistené a podstielky s pravidelne menené zodpovednym pracovnikom, ktory so zvieratami
manipuluje Setrne. Zvieratd maju zabezpeleny zdravotny dohlad veterinArnym lekdrom poéas celej doby
experimentu. Pocas priebehu experimentu budeme so zvieratami manipulovat’ opatrne. Na zjemnenie pripadnej
bolesti, stresu azniZenie mobility polas iv. aplikdcie experimentdlneho roztoku (lieSivo/nosié liediva)
a nasledne pred dekapitaciou bude zvieratim podana ip. dédvka anestetika. Tieto kroky st zvoleny tak, aby
zvieratdm spdsobovali minimalny stres, &i poSkodenie. Zvierata buda sledované v celom priebehu experimentu

priCom ich zdravotny stav bude hodnoteny na zéklade skore vybranych parametrov podl'a humane end point.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schval’ovaniu: ano nie



Priloha ¢&.2
§ 40 nariadenia viady SR ¢. 377/2012 Z.z.

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu:

MOZNOSTI TERAPEUTICKEHO OVPLYVNENIA PRAVOSTRANNEHO A
CAVOSTRANNEHO SRDCOVEHO ZLYHANIA ALTERNATIVNOU MODULACIOU RENIN-
ANGIOTENZIN-ALDOSTERONOVEHO SYSTEMU U POTKANA.

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 1067/19-221/2

KPugova slova : RAAS, hypertenzia, srdcové zlyhanie

Ugel projektu: zakladny vyskum

Ciel' projektu:

Ciel'om projektu je zistit' vplyv etablovanej a inovativnej interferencie s RAAS a ich
kombinacie na organové poskodenie a expresiu RAAS peptidov v pripade pravostranného a
lavostranného srdcového zlyhania u potkana. Etablovana inhibicia RAAS bude realizovand
inhibiciou ACE (lisinopril). Inovativna interferencia bude zahfiiat permisivne pdsobenie na
Ang 1-7 (ATQ). Zameriame sa na pravostranné zlyhania srdca, s vyuZitim modelov
indukujucich rozvoj plicnej hypertenzia, ako i na lavostranné zlyhanie srdca prostrednictvom
navodenia tlakového pretaZenia aischemického poskodenia myokardu. Sledovat budeme
najmd morfologické poskodenie myokardu a velkych ciev (hypertrofia a fibroza), funkdné
poskodenie myokardu a korelaciu tychto zmien s koncentraciami peptidov RAAS
prostrednictvom mapy RAAS, ktoré umoZni posudit spitnovizobné mechanizmy pri
modulacii RAAS atak poukazaf na moZné mechanizmy jednotlivych spdsobov modulacie
RAAS aich kombinicie. Tieto udaje mdZzu byt zaujimavé sohladom na interpretaciu
vysledkov klinickych 3tadii, ktoré s rdznym vystupom sledovali moznosti kombinovanej
inhibicie RAAS. Komplexné porovnanie inovativnej ako aj etablovanej interferencie s RAAS
v kombinacii mdZe naznalit moZnost doplnenia terapeutického potencialu liedby pri
zavaznych kardiovaskulérnych indikaciach (zlyhavanie pravého a lavého srdca, plicna
hypertenzia, artériova hypertenzia, hypertrofia lavej a pravej komory).

Og&akavany prinos projektu:

Hoci sa jedna o pracu zakladného vyskumu, ktorej cielom je objasnit Glohu
kombinovanej intervencie zaloZenej na inhibicii klasického a stimulacii protektivneho RAAS
v ovplyvneni pravostranného alavostranného zlyhavania srdca, projekt méze maf aj
aplikovany prinos v naznadeni moZnych indika&nych oblasti pre lieCiva v predklinickej faze
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vyskumu. RAAS tvori komplexni kaskadu enzymov, peptidov a ich receptorov zapojenit do
regulacie krvného tlaku, sodika, vody a trofickych procesov. Objavenie novych &asti RAAS,
ktorych Uloha bola donedivna skdr vtieni vyskumu AT: receptorov, vyrazne rozsirilo
moZnosti lieSby kardiovaskularnych ochoreni a redukciu ich morbidity a mortality. Existuje
viacero indikacii, Ze prave nedavno objavené komponenty alternativneho alebo tzv.
protektivneho RAAS; ako Ang 1-7 a Mas receptor, by mohli zohrivat ulohu v patogenéze a
potencialne aj lie¢be kardiovaskularnych ochoreni. Vlastny vedecky prinos spoéiva v ukazani
uCinku kombinacie etablovanej inhibicie RAAS, inhibiciou ACE, prostrednictvom zniZenej
koncentracie Ang II ainovativnej interferencii vedicej k zvySenej koncentracii Ang 1-7,
s potencialom stimulacie Mas receptora, pri rozvoji pravostranného zlyhania srdca v dosledku

ochoreni plucnej cirkulacie a pri rozvoji pravostranného zlyhania srdca v dosledku tlakového
pretaZzenia a ischemického poskodenia myokardu.

Druh a pocet pouzitych zvierat:

V experimente budi pouZité samce potkanov normotenzného kmefia Wistar (W) a
samce spontanne hypertenznych potkanov (Spontaneously Hypertensive Rat - SHR), vo veku
10 — 12 tyZdiiov s hmotnostou 200 - 250 g. Celkovo bude pouZitych 276 jedincov v dvoch
etapach pokusu:

¢ samce kmena Wistar - 240 jedincov
(etapa 1, faza 1: 12 jedincov, etapa 1, fdza 2: 24 jedincov
etapa 2: 204 jedincov)

e samce kmerfia Spontaneously Hypertensive Rat (SHR) - 36 jedincov
(etapa 2, faza 3: 36 jedincov)

Predpokiadany nepriaznivy vplyv/uima na pouzité zvierata v ramci projektu

Veetape 1, fize 1 (tab.l) je naSim cielom sledoval’ vplyv kombinovanej farmakologickej
modulacie RAAS podavanim lisinoprilu a ATQ na zmeny koncentracie komponentov RAAS
a Jej vplyv na akitne zmeny tlaku krvi. Vietky zvierata v tejto fize sa uvedu do celkovej
inhalacnej anestézy a podrobia sa kanylacii a. carotis av. jugularis. Kanylacia a. carotis
s vyuzitim injek¢nej pumpy umozni kontinualne infizne podavanie testovanych latok priamo
do krvného obehu, po dobu 40 mindt so zvySujicimi sa koncentraciami v presne
definovanych Casovych intervaloch a spolo¢ne s kanylaciou artérie carotis umozni sledovanie
akutnych zmien krvného tlaku v zavislosti od davky lisinoprilu resp. ATQ. Kanylacia a.
carotis sucasne umozni odber 4-5 vzoriek arteriding] krvi, zktorych stanovime zmeny
koncentracii RAAS komponentov v zévislosti od zmeny koncentracie testovanych latok.
Zvieratd po tomto postupe nenadobudnti vedomie a budii huméanne utratené (kar, krutosti: bez
moznosti zotayenia).



Tabulka 1: Postupy elapy L. Ghzy | 2 ich vplvy ua experimentilne zyvierald

zékladna charakteristika postupu | vplyv na zviera frekvencia a klasifik.
trvanie ukonu krutosti
e vazenie zvierat kratkodoby mierny stres spésobeny 1 krat denne - 1 slaba
manipuléciou so zvieratom min
«  kanylacii artérie carotis a vény kratkodoby mierny stres spésobeny 1 krat — 40 min bez
jugularis s infuznym podavanim | manipuldciou so zvieratom moznosti
lisinoprilu alebo ATQ, zotavenia
o  priame meranie tlaku
krvi
o opakovany odber krvi
Z kanyly (300 ul) . o

V etatape |, faze 2 (tab. 2) budd zvieratdam intraperitonealne implantované osmoticke
minipumpy (dizka: 5 cm, priemer; 1,4 cm a hmotnost: S, 1 g) s definovancu konrcentraciou
lisinoprilu alebo ATQ (vyhodnotené na zaklade vysledkov ziskanych z etapy 1, fazy 1).
Zakrok vykoname v celkovej anestéze, s vyuZilim preempiivnej analgézie. Tento postup moze
indukovar’ kratkodobui strednu bolest’, utrpenie alebo strach a kratkodobé narugenie celkove]
pohody a stavu (kat. krutosti: stredmd). Pumpa funguje na zaklade gradientu osmotického
tlaku, na Cinnost’ nevyzaduje Zziadnu formu externého napojenia a preto sa umiestiuje
intraperitonealne. Samotny proces implantacie je pomerne rychly a nevyzaduje anestézu
dlhsiu ako maximalne [0 min(t. VyuZitie tak¢hoto systému podavania lie€by sice zvierata
mierne zatazi potrebou chirurgického zakroku na uvod experimentu, no umozni kontinualne
podavanie testovanych latok az pocas 28 dni Po zotaveni zvierata zo zikroku, podas celej
dizky experimentu, nespbsobuje zvieratu bolest, neobmedzuje ho v prijme potravy a vody
a nijako nelimituje jeho pohybovu aktivitu. Vyuzitie osmotickych minipimp Uplne eliminuje
polrebu Castej a opakovanej aplikicie latok, napriklad opakované subkutanne alebo
intraperitonealne injekcie, najma v pripade latok s kratkym poléasom rozpadu a znizi potrebu
Castej manipulacie so zvieratom, 7 dni po implantacii osmotickych pump budu zvierata opit
uvedené do anestézy a podrobené kanylacii a. carotis av. jugularis. Prostrednictvom
kontinualne infizne podavat ATQ/lisinopril, so zvysujlcimi sa koncentraciami v presne
definovanych Casovych intervaloch po dobu 40 minut. Prostrednictvom kanylécie a. carotis
budeme sledovat’ mozné zmeny hodudt krvného tlaku v zavislosti od koncentracie podavancj
latky a odoberat” vzorky krvi, z ktorych stanovime zmeny koncentricii RAAS komponeniov.
Zvieratd po tomto postupe nenadobudni vedomie a budd huméanne utratené (kat. krutosti: bez
HOZROSH zolavenia).

Tabulka 2: Poslupy clapy 1. fazy 2 o ich yplyy na experinentalne zvieritd

zakladné charakteristika postupu | vplyv na zviera frekvencia a klasifik.
trvanie tkonu krutosti
o vaZenie zvierat - kratkodoby mierny stres sposobeny 1 krat denne - 1 slaba
manipuldciou so zvieratom min




¢ intraperitonedlna implantacia kratkodob( stredn( bolest, utrpenie 1 krat —inici4cia stredna
osmotickych plimp v celkovej alebo strach a kratkodobé narusenie | projektu
anestéze pohody a celkového stavu zvierata
ako ddsledok chirurgického zakroku 16 min

o rekonvalescencia 4-7 dni stredna
zvierat po implantacii

e kanylacii artérie carotis a vény kratkodoby mierny stres spésobeny 1 krat — 40 min bez
jugularis s infuznym podavanim maniputéciou so zvierat'om moznosti
lisinoprilu alebo ATQ, Zotavenia

o priame meranie tlaku
krvi

o opakovany odber
vzorky krvi z kanyly

Vetape 2 sa zameriame na moznost dlhodobej ochrany vol&i nastupu a rozvoju
pravostranného a lavostranného srdcového zlyhania ako aj moznému znizeniu morbidity
a mortality na modeloch pravestranného srdcového zlyhania, indukovaného rozvojom plucnej
hypertenzic a na modeloch Pavostranného zlyhania srdca navodeného tlakovym pretazenim a
na nehypertenznom modeli ischemického poskodenia myokardu. Pravostranné srdcové
zlyhanie indukujeme prostrednictvom rozvoja plicnej artériovej hypertenzie (PAH) podanim
a) monokrotalinu a b) prostrednictvom rozvoja chronickej tromboembolickej hypertenzie
aplikaciou inertnych polystyrénovych mikrosfér, pokrytych zmesou fibrinogénu a kolagénu
Model Tavostranného stdcového zlyhania bude navodeny tlakovym prefazenim u c)
spontanne hypertenznych potkanov (SHR) v porovnani s ich normotenznymi kontrolami a d)
chronickym oralnym podavanim N(G)-Nitro-L-arginin-metyl esteru (L.-NAME) potkanom
kmefia Wistar. Model l'avostranného zlyhania srdca, navodeny ischemickym poskodenim
myokardu bude predstavovat’ zlyhanie srdca e) indukované podanim isoproterenolu
u potkanov kmefia Wistar (W), ktorého funkéné a morfologické dosledky st zavaznostou
podobné¢ infarktu myokardu a simuluji priebeh chronického srdcového zlyhavania.

Vietky zvieratd z jednotlivych skupin buda podrobené postupom struéne zhrnutym
v tabulke 3. Zvieratdm bude denne monitorovat telesni hmotnost, &o mdze indukoval
kratkodoby mierny stres spojeny s manipulaciou so zvieratom (kar. krutosti: stabd)
Zvieratam zo vSetkych skupin bude Ix tyzdenne merany tlak krvi a srdcova frekvencia
metodou | tail-cuff na chvostovej artérii. Meranie sa vykonava na bdelom zvierati, ktorému
Je kratkodobo obmedzeny pohyb po dobu priblizne 10 min, zviera nie je vystavené bolesti, no
moze pocitovat kratkodoby stres (kat. krutosti: slabd). Meranie budeme vykonavat
opakovane, po adaptacnych meraniach 1x tyzdenne.

Na zaCiatku samotného experimentu  budd  zvieratdim zo  vietkych skupin
intraperitonealne implantované osmotické minipumpy (dizka: 5 cm, priemer; 1,4 cm
a bmotnost’, 5,1 g), naplnenc roztokom lieciv (zmes lisinopril
a ATQ/lisinopril/bosentan/fyziologicky roztok). Zakrok vykoname v celkovej anestéze,
s vyuzitim preemptivnej analgézie. Tento postup mdZe indukovat kratkodobu stredni bolest,
utrpenie alebo strach a kratkodobé narusenie celkovej pohody a stavu (kat. krutosti: strednd).
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Pumpa funguje na zaklade gradientu osmotického tlaku, na Sinnost nevyzaduje ziadnu formu
externcho napojenia a preto sa umiestiuje intraperitonedlne Samotny proces implantdcie je
pomerne rychly a nevyzaduje anestézu dlhdiu ako maximalne 10 minit. Vyuzitic takéhoto
systému podavania lieSby sice zvieratd mierne zata#i potrebou chirurgického zakroku na
uvod experimentu, no umozni kontinualne podavanie testovanych latok a% pocas 28 dni. Po
zotaveni zvierata zo zakroku, potas celej dizky experimentu, nesposobuje zvieratu bolest,
necbmedzuje ho v prijme potravy a vody a nijako nelimituje jeho pohybovi aktivitu. VyuZitie
osmotickych minipump tiplne eliminuje potrebu astej a opakovanej aplikacie latok, napriklad
opakované subkutinne alebo intraperitonealne injekcie, najméd v pripade latok s kratkym
polCasom rozpadu a znizi potrebu Castej manipulacie so zvieratom, Na zaklade poznatkov z
odbornej literaturu a overenia koncentracii latok podavanych prostrednictvom minipumpy by
tieto nemali akokol'vek narigat’ celkovy stav a pohodu zvierat poéas celej dizky experimentu.

Pri zakroku, poCas pdsobenie celkovej anestézie, bude v zdvislosti od prislugnosti do
jednotlivych skupin jednorazovo subkutanne aplikovany monokrotalin, isoproterenol alebo
fyziologicky roztok (kat. krutosti: stabd). Zvierata v etape 2, faze 2 podstapia aplikaciu
inertnych polystyrénovych mikrostér, pokrytych zmeson fibrinogénu a kolagénu, Ich prveé
podanie prebehne siCasne s implantaciou osmotickych pimp. Tato metodika vyZaduje
opakovanie aplikacie po 7. a 14. diloch, vykonavané v Uplnej anestéze, Tento postup moze
sposobit’  kratkodobo bolest’, utrpenie alebo strach a narudit celkovu pohodu  a stav
experimentalnych zvierat Posobenim fakto podanych latok olakavame rozvoj plicne
hypertenzie, systémovej bypertenzie a priznakov pravostranného alebo [Favostranného
zlyhania stdca (kat. krurosti: stredna).

Vietky zvierata z kazdej experimentalnej skupiny budu najskér 21. dni po chirurgickej
implantacii osmotickych piimp podrobené echokardiografickému vysetreniu, ktoré vykoname
v celkove) anestéze s trvanim maximalne 30 minut, Toto vySetrenie nespdsobuje bolest a len
minimalne narG3a stav a pohodu zvierat (kat. krutosti: slabd).

V Case ukoncenia experimentu (28 dni po implantacii osmotickych pupm) zvierata
uvedieme do celkovej anestézy apodrobime katetrizacti  a. carotis aa  femoralis na
stanovenie vnutrokomoroveho tlaku kevi. Po tomto vykone uz zviera nenadobudne vedomie
a bude utratené v celkovej anestéze navodenej inhalaciou izofluranu s odberom krvi punkciou
srdca s exsangvinaciou a s naslednou dekapitaciou (kat. krutosti: bez mosnosii zOfavenia).

TabuTka 3. Postupy ctapy 2 a ich vplyy na experiimentalne svicrag

zdkladna charakteristika postupu vplyv na zviera frekvencia a klasifik.
trvanie ukonu krutosti
e véZenie zvierat kréatkodaby mierny stres spésobeny 1 krat denne - 1 slaba
manipulaciou so zvieratom min
¢ meranie krvného tlaku ,tail kratkodoby mierny stres spésobeny 1 krét tyZdenne slaba
cuff’ metédou na chvostovej manipulaciou so zvieratom ,
artérii nahrievanim na 38 °C a obmedzenim 10 min
pohybu




intraperitonealna implantacia
osmotickych plmp v celkovej
anestéze

injekéna (subkuténna)
aplikacia latok
monkrotalin (faza
1)/isoproterenol (faza
5)

rekonvalescencia
zvierat po implantacia

| krétkodobu strednt bolest, utrpenie

alebo strach a kratkodobé narugenie
pohody a celkového stavu zvierata ako
désledok chirurgického zakroku —
vykonany v celkovej anestéze (2,5%
izofluranu v 2 L O2/min)

injekéné aplikacia
trombogénneho mixu
do chvostovej vény

(féza 2)

kratkodoby stres spésobeny najma
manipuléciou pred uvedenim do
celkovej anestézy

indukeia rozvoja
pravostranného alebo
lavostranného
srdcového zlyhavania

rozvoj plicnej/systémove] hypertenzie,
nehypertenzné poskodenie myokardu
s progreslvnou remodelaciou myokardu

prejavy dyspnoe, zniZena pohybova
aktivita, tibytok hmotnosti

kontinualna oralna
administracia L-
NAME v pitnej vode

rozvoj systémove] hypertenzie

echo@diograﬂcké vySetrenie

kratkodoby stres sposobeny najmi
manipulaciou pred uvedenim do
celkovej anestézy (2,5% izofluranu v 2
L O2/min)

katetrizaciou a. carotis
communis, a. femoralis,

kratkodoby stres spésobeny najma
manipulaciou pred uvedenim do
celkovej anestézy (2,5% izofluranu v 2
L O2/min)

1 krat —iniciacia | stredna
projektu
10 min
1 krat - siasne | slaba
s implantaciou
osm. ptmp
<1 min

[ 4-7 dni stredna
1. krét - si¢asne | stredna
s implantaciou
osm. pump
2. krat-7. den
3. krét — 14. def
28 dnl stredna

| 287dnr stredng
| Tkrat=21. den slaba |

po implantacii
osm. pimp
15 — 30 min
1 krat - 28, den bez
po implantacii moznosti
osm. pump Zotavenia

Predpokladana Groveri krutosti:

Slaba: vazenie, manipulacia so zvieratami, opakované neinvazivne meranie systolického tlaku
krvi, echokardiografické vySetrenie, subkutanna injek&na aplikacia latok v celkovej anestéze

Strednd. intraperitoneilna implantacia osmotickych pump,

injek¢éna aplikacia trombogénneho mixu, rozvoj zlyhavania srdca.

Bez moznosti zotavenia : katetrizicia a. carotis communis, a. femoralis, v. jugularis
a I'avej komory v terminalnej anestézie pred ukonéenim experimentu

rekonvalescencia po implantacii,




PouZivanie metéd na U¢ely nahradenia, obmedzenia a zjemnenia pouzivania zvierat v
postupoch:

Pri praci so zvieratami budu dodrzané vietky predpisané predpisy pre chov a zaobchadzanie
s laboratérnymi zvieratami podla z4sad 3R,

Nahradenie:

Pretoze v planovanych experimentoch sa budi hodnotit alteracie funkcie a $truktiry
organov a nasledky terapeutickych intervencii, je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal ,in
vivo” na celom zvierati. VyuzZitie bunkovych kultir alebo poéitadovych simulacii
neprichadzaji pri tomto type experimentu do tvahy ako alternativny spdsob vyskumného
pristupu.

Redukcia poétu zvierat:

V experimentoch bude pouZity minimalny mozny potet experimentalnych zvierat, ktory je
potrebny pre Statistické vyhodnotenie pouZitim ANOVA testu a Studentovho t-testu pre
analyzy zamerané na vyhodnotenie vhodnosti zvolenej terapie a sledovania rozdielov
v jednotlivych skupinach zvierat vo vztahu ku zvolenej lie¢be. V experimente bude pouZity
minimalny pocet kontrolnych zvierat. Zvierata budii objednavané v jednotnom ¢&asovom
intervale, aby sa predislo sezonnym zmenim a potrebe experiment opakovat.
V experimentoch sa pouZiju geneticky homogénne rovnaké skupiny zvierat. V 2. etape
experimentu budeme sledovat’ vplyv testovanych latok na rozvoj zlyhavania srdca pocas 28
dni od iniciacie projektu. V pripade rozvoja zavainych priznakov zlyhdvama srdca,
indukovaného réznymi spdsobmi (faza 1-5). ukon&ime dani &ast’ experimentu pred 28. dilom.
po usmrteni zvierat odoberieme vzorky krvi a tkaniv a samotné ukondenie experimentu bude
korelovat’ s rozvojom zavaZnych priznakov ochorenia. Rozvo] zretelnych priznakov
zlyhavania srdca oCakdvame v obdobi priblizne od 21. diia experimentu  a preto
predpokladame pomerne nizku mortalitu zvierat pred samotnym planovanym ukoncenim
projektu (na urovni 5-10%)

Ziemnenie:

V experimente budeme vyuzival postupy, ktoré si z hadiska krutosti kategorizované
ako slabé a stredné. Po presune z chovného zariadenia budu zvierata v karanténne po dobu 2
tyzdne. Polas celej doby pobytu zvierat v zariadeni bude zvieratam poskytované Setrné
zaobchadzanie. Zvierata budu umiestnené v klietkach po dvoch, aby sa zabranilo socialne;j
izolacii. Zvieratam bude poskytnuty pristup k vode a krmivu ad libicun. Klietky budu
obohatené o predmety na hranie a ohryzanie. So zvieratami bude od momentu vstupu do
karantény manipulovat' prisne limitovany podet pracovnikov, na ktoré budi postupne
zvykané. Zvieratd budi umiestnené vo zverinci, kde su zabezpeten¢ vhodné podmienky pre
drzanie experimentalnych zvierat (teplota vzduchu 20-24 °C, relativna vlbhkost' 45-65 9%,
svetelny rezim 12/12, potrava KKZ-P-/M, pitnd voda ad libitum, vhodna podstielka)
a starostlivost” o zvieratd. Pri pokuse bude zabezpedené minimalizovanie bolesti a utrpenia,
Na metodu merania krvného tlaku budi zvierata postupne adaptované.



Echokardiografické vySetrenie je planované u vietkych zvierat v 2. etape na 21. defi po
iniciacii experimentu. V pripade zhorSenia zdravoiného stavu jednotlivych zvierat,
vyhodnotencho na zéklade Aumane end-point skére, sa takéto jedince vySetreniu nebudu
podrobovat’. Echokardiografia bude vykonavana pracovnikom s dostatodnymi skisenostami,
tak aby sa limitovala doba, polas ktore) budu zvieratd vystavené anestéze. V priebehu
vySetrenia aj v &ase zotavovania sa zanestézy budd zvieratd umiestnené na vvhrevne)
podlozke pre zamedzenie rozvoja hypotermie.

Vyuzitie systému osmotickych minipump na podavania lie¢by umoZni kontinualne
podavanie testovanych latok aZz podas 28 dni, s miernym zataZenim experimentalnych zvierat
potrebou chirurgického zakroku. Po zotaveni zvierata zo zakroku a pocas celej dizky
experimentu minipumpa nespdsobuje zvieratu bolest, neobmedzuje ho v prijme potravy
avody anijako nelimituje jeho pohybova akiivitu. VyuZitie osmotickych minipump Gplne
eliminuje potrebu Castej a opakovanej aplikacie latok, napriklad opakované subkutanne alebo
intraperitonealne injekcie, najma v pripade latok s kratkym poléasom rozpadu a zni%i potrebu
caste] manipulacie so zvieratom. Po chirurgickej implantacii osmotickych pump bude
zvieratam podané analgetika. Zvieratam bude poskytnuty dostato&na doba na zotavenie sa.
Vyrobca osmotickych pump (ALZET Osmotic Pumps) uvadza pri peritonealnom umiestneni
mozné kratkodobé narusenie prijmu potravy a prirastok telesnej hmotnosti, ktoré by viak
malo byt normalizované do 24 — 48 hodin po zakroku. V tomto obdobi bude stav zvierat
intenzivne kontrolovany a vyhodnocovany, zameriame sa najma na sledovanie hojenia
operalnej rany, motoricku aktivitu, prijem potravy a vody a prirastok telesnej hmotnosti.
Bezprostredne po operaénom zakroku budu zvierata na priblizne 2-6 hodin umiestnens
v klietke osamote, voda i1 krmivo budi umiestnené na dne vanice v miskach tak aby k nim
malo zviera ulahCeny pristup. Po uplnej Gprave celkového stavu budu zvierata navratens do
svojej pdvodnej klietky. Stav vetkych zvierat bude dalej monitorovany a vyhodnocovany na
zéklade vopred stanoveného skore humane end-points. V pripade dosiahnutia hraniénych
hodndt bude stav danych zvierat bezodkladne konzultovany s veterinarnym lekrom.

Zarovedi s chirurgickou implantdciou osmotickych minipimp bude zvieratam
jednorazovou subkutannou injekcion, v zavislosti od experimentalnej skupiny, podany
monokrotalin - alebo isoproterenol. Zvieratim v 2. etape afiaze 2 aplikujeme zmes
trombogénneho mixu intravendzne do chvostovej vény. Aplikacia trombogénneho mixu
v celkovej anestéze bude zopakovana po 7 a 14 diioch od prvej davky. Podanie tychto latok
bude viest k postupnej indukcii priznakov plucnej artériovej hypertenzie, plucnej
tromboembolickej hypertenzie, systémovej hypertenzie alebo ischemickému poskodeniu
s rozvojom pravostranného alebo Iavostranuého zlyhdvania srdea, prejavy ktorych mézu byt
zavazné, V 2. etape experimente budeme rozvoj ochorenia sledovat v limitovanom &asovom
rozsahu, maximalne 28 dni od implantacie osmotickych pimp a podania tychto latok, pocas
ktorych budu zvieratd denne monitorované aich celkovy stav vyhednocovany na zaklade
stanoveného skore humane end-points (tab.4). Zameriame sa najmi na sledovanie respiracie -
pritomnost’ dysponoe, tachypnoe, tbytok hmotnosti, znizeny prijem potravy a vody, zniZeni
pohybovi aktivitu. V pripade dosiahnutia hraniénych hodnét, poukazujicich na zavaZné
poskodenie zdravotného stavu buda dané zvierata bezodkladne utratené. Ukondenie tejto Casti
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projektu je planované najneskdr v 28. den od jeho iniciacie, respektive jednotlivé zvieratd
budd utratené v Case pozorovania rozvoja zretelnych klinickych priznakov a ich stav bude
vyhodnoteny na zéklade skore humane end-points ako zavainy. Po usmrteni zvierat
odoberieme vzorky krvi a tkaniv a ukondenie experimentu bude korelovat’ s rozvojom takto
stanovenych priznakov ochorenia.

Tabulka 4: Humanc end-poinis skore

HODNOTENA | S T e g ! (BT
Gpvedpra RUVERYERESY . |soee
normalny vzhl'ad t 0
koZa a srst’ piloerekcia, lokalna strata ochlpenia E
.| Infekcla pooperaénej rany, koiné lézie e —p10
normalny vzhlad i 0
oéi, nos, dsta
vytok z nosa, nedistenie sa . 5
normalne ' 0
dychanie dyspnoe, tachypnoe 5
dyspnoe/tachypnoe a dychanie s otvorenymi tstami, sipot 1 10
normélna l 0
zniena 5
lokomdécia ; .
apline absentujlca 10
abnormailne drZanie tela alebo chédza (hrbenie, nekoordinovany pohyb, 10
o | krivanie, tras alebo kféey —h,
normalne, bez pocutelnej vokalizacie 0
nepokoj, izolacia, stereotypné spravanie, agresivita, nezaujem 5
o predmety na obohatenia priestoru kiietky |
sprévanie vokaliz4cia pri manipulacii |7
[ vokalizicia bez podnetu 10
| abnormalne drzanie tela alebo chddza (hrbenie, nekoordinovany pohyb, 10
krivanie, tras alebo kfée) |
normaina - prirastok hmotnosti koreSponduijtici s rastovou krivkou 0
telesna zniZena o menej ako 5% '3
himetrosr znfZzena o menej ako 15% 5
zniiené_ o viac ako 15 % 10
Celkové skére 0-110
0-15 fyziologicky/takmer fyziologicky stav zvierata
16 -40 zhorSeny zdravotny stav - kontrola veterindrnym lek&rom a postup podfa
odpordcania
> 40 zavazny zdravotny stav - ukonenie experimentu pred 28. difom trvania a

bezodkladné humanne usmrtenie

PROJEKT BUDE PODLIEHAT OPATOVNEMU SCHVAL'OVANIU: nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu 7 7 T// G=co7/3

Nazov projektu: Terapeuticky efekt réznych uginnych latok a ucinnych latok viazanych na
nanocastice na progresiu nadorovych xenograftov.

KPi¢ové slova: xenograft, prirodné latky, protilatky, chemoterapeutikum, nanomaterial

Utel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel’ projektu: Hlavnym cielom projektu je ozrejmit’ terapeutické ucinky réznych G¢innych latok a
ucinnych latok viazanych na nanomaterial rézneho charakteru na tvorbu a rast nadorov. Pouzité
G¢inné latky uz boli testované in vitro, kde vykazovali silnt protinaderova aktivitu.

Prinos projektu: Hlavnym prinosom tohoto projektu, bude v pripade potvrdenia protinadorovej
aktivity testovanych latok in vivo, moZnost’ vyuzitia testovanych latok a postupov na zefektivnenie
liecby nadorovych ochoreni. Mnohé z testovanych latok st v stéasnosti na trhu dostupné ako lieciva
alebo vyZivové doplnky a preto poznanie ich efektu na tumori genézu by malo vyznam pri manaZmente
nadorovych ochoreni u Pudi.

Poéet a druh pouZitych zvierat: Mys laboratérna (Mus musculus), NMRI nu/nu samice 900 ks, SCID
samice, 100 ks

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

Pocas tetovania, aplikécie buniek pod kou, alebo do chvostove;j Zily, intraperitonealnej aplikécie
luciferinu a G¢innych latok a podas merania velkosti xenograftov, pripadne vaZenia budu zvierata
preZivat' miernu nepohodu a kratkodoby (menej ako 60sec) stres. Po&as in vivo imaging analyzy buda
zvieratd v inhaladnej anestézii umiestnené na vyhrievanej podlozke v skenovacom zariadeni, takze by
nemali utrpiet vyznamnu ujmu.

V niektorych pripadoch bude nutné odoberat’ aj krv z orbitalneho sinusu alebo chvostovej Zily
v anestezii, alebo z vena saphena. Maximalne odobraté mnoZstvo bude 200 mikrolitrov. Krv bude
odoberand 1x tyzdenne, takZe by nemalo dochadzat k vyraznej ujme.

Xenografty, ktoré zvierata vytvoria po jednorazovej aplikécii nadorovych buniek, budi podkozné
a nepresiahnu velkost 1 ¢cm?®. Xenografty si najmenej invazivny, najmenej zdravie a preZivanie
zvierat ovplyvilujuci typ nddoru. Xenografty sa aplikuji subkutanne, ¢o je pre organizmus najmenej
zatazujica aplikacia, formuji nador v mieste vpichu a bunky z nédoru sa nesiria do inych asti tela.

Navrhované postupy mézu vyvolaf zhor§enie zdravotného stavu zvierat, najmé u kontrolnych
zvierat, ktoré nebudu lie¢ené. ZhorSenie zdravotného stavu sa moze prejavit’ stratou hmotnosti a/alebo
stazenym dychanim, nechutenstvom. Zdravotny stav zvierat sa viak bude denne kontrolovat., U
zvierat, ktoré vyvini nador budeme sledovat’ ich spravanie, & maji zhrbeny postoj, zmenu vyrazu
tvare alebo najeZenui srst. Za human end point budeme povazovat zmenu vyrazu tvare podla
publikacie DJ Langford et al., 2010: Coding of facial expressions of pain in the labo-ratory mouse,
NATURE METHODS, VOL.7 NO. 6 JUNE 2010; doi:10.1038/nmeth.1455. Pri ziskani minimalne 4
bodov v zmene vyrazu tvre bude zviera usmrtené. Zvieratd sa usmrtia cervikalnou dislokaciou



v inhala¢nej anestézii (Isoflurin). Usmrtenie zvierat na konci pokusu je nevyhnutné pre ziskanie
nadorového tkaniva.

Predpokladana uroveii krutosti: stredna

Sulad s poZiadavkami ,, 3R
Nahradenie:

Uginné latky, ktoré budeme v tomto projekte testovat, vykazuji vo vietkych in vitro testoch na
bunkovych kultirach, vratane 3D modelov nadorovych sferoidov, signifikantnt protinadorovi
aktivitu. Dal§im dostupnym stuptiom testovania, st hlodavce, ktoré sa v tomto $tadium nedaji
nahradit' inym postupom.

Obmedzenie:

Z experimentov uskutoénenych na bunkovych kultirach in vitro az dostupnej vedeckej
literattry sme schopni uréif davkovanie ucinnych latok ako aj frekvenciu davkovania. Na testovanie
na zvieratdch pouzivame len latky, ktoré vykazovali na bunkovych kultirach protinddorové tcinky.

Pocet zvierat v skupinich je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané Statisticky
vyhodnotitelné vysledky. Ak ziskame Statisticky signifikantné data z mengicho poctu zvierat, nebude
potrebné pouzit celkovy planovany pocet.

Postupy a zloZenie pokusnych skupin s naplénované tak, aby bolo moZné vyuzit jednu
kontrolnu skupinu zvierat pre &o najviac testovanych latok.

Zjemnenie:

Zvieratd budi drzané v skupinach umozZiujucich prirodzené socialne spravanie so stalym
prisunom potravy a pitnej vody. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizujt traumatizaciu
zvierat poCas injekénych aplikéacii. Na projekte sa budd podiel'at’ len sktseni pracovnici vySkoleni na
pracu s laboratérnymi zvieratami. V pripade potreby bude vykonané humanne ukoncenie postupu.
Prostredie, v ktorom st zvierata ustajnené je obohatené papierovymi rolkami, papierovou vatou,
pripadne pali¢kami na ohryzovanie. So zvieratami sa zaobchédza opatrne a citlivo.

Spétné posiidenie projektu:
Ano



Priloha é&. 5§
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Vplyv experimentdlne vyvolanej plicnej fibrozy na extrapulmonalne
organy (pilotna $tudia)

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: A06 J119-227/3

KPicové slova v projekte (max. 5 slov): poskodenie pllc, plucna fibréza, zépal,
kardiomyopatia, hepatopatia

Utel projektu: Zakladny vyskum s cielom zabrénenia, prevencie, diagnostiky alebo
lie€by chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov &loveka alebo
zvierat alebo ich G¢inkov na l'udi alebo zvierata.

Informacie o ciel’och projektu:

Cielom projektu je overit' hypotézu, Ze primarne poskodenie pllic mdZe viest aj
k neziaducim ¢inkom na innost’ extrapulmondlnych organov (srdca, pedene, obligiek
ai.), o modZe vyrazne zhordit' prognézu pacientov. Cielom predloZeného projektu
(pilotnej Studie) je zhodnotit’ mieru predpokladaného sekundérneho poskodenia pedene
asrdca pri primarnom chronickom poskodeni plac, pPcnej fibréze. Animélny model
plicnej fibrézy vyvoldme transordlnym intratrachealnym podanim siliky dospelym
potkanom a v intervaloch stanovenych podla protokolu uréime zmeny na placnom
tkanive, ale aj na tkanive pecene, oblidiek a srdca ako aj v krvnej plazme a porovname
tieto zmeny s nalezmi u zdravych zvierat.

Predpokladany vlastny prinos projektu:

Zavainé poSkodenie plic mdze sposobit’ zépalové, apoptotické a nekrotické zmeny
extra-pulmonalnych orgénov a tieZ poruchu ich funkcie. Pri podkodeni pluc, ktoré méze
byt samo osebe kritickym stavom, moZe kardidlna, hepatalna alebo rendlna insuficiencia
predstavovat’ faktor bezprostredne ohrozujuci Zivot. Projekt prinesie nové informacie
o zmenach zapalovych, pro-fibrotickych, oxidagnych aapoptotickych markerov
v plicnom tkanive, ale aj v tkanive srdca, obli¢iek a peéene v modeli plucnej fibrozy.
V pripade potvrdenia hypotézy o negativnom ovplyvneni extra-pulmonalnych organov
pri tomto type poSkodenia plic by vysledky projektu mohli predstavovat predklinicku
bazu pre pripadné doplnenie protokolu lie¢by o kardio-, reno- a hepatoprotektiva,
pripadne iné lieCivé a postupy, ktoré by mohli zmiernit’ negativny dopad na tieto organy.

Pocet a druh zvierat:
Potkan laboratorny (Rattus norvegicus, kmeti Wistar), samec, 64 jedincov

Predpokladana ujma na zvieratach:

Model .,plicnej fibrozy*: v celkovej inhalaénej anestéze (4% izofluran + 0O2) zviera
umiestnime na nakloneni chirurgickt podlozku, hrudnik pod prednymi konéatinami a
chvost zafixujeme k podlozke adhezivnymi paskami. Transoralne pomocou pipety s




tenkou sterilnou Spickou podame do trachey siliku (50 mg/ml v objeme 1,0 ml sterilného
fyziologického roztoku). Nasledne zviera umiestnime do prenosného boxu na vyhrievani
podlozku. Po uplnom odozneni G¢inkov anestézy zviera umiestnime spit’ do chovného
boxu. Tym istym spdsobom podame zdravej kontrolnej skupine namiesto siliky sterilny
fyziologicky roztok zodpovedajiceho objemu. Usmrtenie zvierat na konci postupu
budeme vykondvat' taktiez v celkovejinhala¢nej anestéze (4% izofluran + O2),
exsangvinaciu pomocou punkcie 'avej komory srdca, a to po 14 diloch od podania siliky
(n=16 zdravé kontroly a n=16 zvieratad s fibrézou) (hodnotenie zapalovych a v¢asnych
fibrotickych zmien, dast’ ,I“) apo 28 diioch (n=16 zdravé kontroly an=16 zvierata
s fibrézou) (hodnotenie neskorych fibrotickych zmien, dast’ ,,II*). Podas celej realizacie
postupu budi zvieratd zotrvavat v priestoroch centralneho zverinca, t.j. v zndmom
prostredi, aby sme minimalizovali stres, a budu mat’ prisun potravy a vody ad libitum.

Predpokladana drovei krutosti:

PoCas postupu budil zvieratd v bdelom stave denne podrobené vazeniu a kontrole
zdravotného stavu a podaniu inhalaénej anestézy pre podanim siliky a pred usmrtenim
(stupe  krutosti ,slaby“). Jednorazové transordlne intratrachedlne podanie
siliky/fyziologického roztoku a usmrtenie zvierat na konci postupu exsangviniciou sa
budii  vykondvat v celkovej anestéze (stupefi krutosti ,slaby*). V savislosti
s vyvoldvanim modelu ,,pl'icnej fibrozy*“ ofakdvame aj mozné zhorsenie ich zdravotného
stavu: zvieratd mozu reagovat’ zmenou spravania (mdzu byt’ izolované od skupiny, menej
pohyblivé, nemat’ zdujem o okolie), moéZzu mat’ niZ$i prijem potravy a vody, mdZe sa
objavit’ zjeZenie srsti a pod. (stupeii krutosti: ,,stredny*).

Klasifikacia krutosti postupov celkovo: ,,stredna“.

Preukazanie sitladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:
Nahradenie (Replacement): Pri overovani moZnych alternativnych metéd pre pripadna
nahradu navrhovanych metodickych postupov sme nenasli vhodni alternativau metddu k
metédam pouzivanym na pripravu modelu plucnej fibrézy, pomocou ktorej by bolo
mozné realizovat' naSe postupy bez pouZitia zvierat. Stidium zmien po vytvoreni
modelov plicnej fibrozy sa v siiasnosti v celosvetovom meradle realizuje prevaZne na
mySiach a potkanoch, hoci ojedinele je mozné najst’ aj prace, kde bol model plucnej
fibrézy vyvolany na mordatach, psoch alebo primatoch. Ciastkové vysledky by bolo
moZné ziskat' aj Stadiom zmien na mysiach, tato metodika v8ak nie je pre nas vhodna,
nakol’ko je technicky a pristrojovo naro¢nejsia, dochadza pri nej k vid§iemu thynu
zvierat a vytaZznost vysledkov z analyz tkaniv (pldc, pedene, srdca, oblidiek) je
neporovnatelne nizSia ako pri postupoch na potkanoch. Postupy nie je mozné nahradit’
ani in vitro metédami, ani pouZitim pocitalovych simulacii. PouZitie potkanov pre
vytvorenie modelu plicnej fibrézy je v nasich podmienkach optimalnym rieSenim.

Obmedzenie (Reduction): Na ziskanie validnych vysledkov pouZzijeme n=16 zvierat
v kazdej skupine (Fibréza 14 dni/Kontrola 14 dni a Fibréza 28 dni/Kontrola 28 dni), ¢o
povaZujeme za najniZ8i mozny podet tak zhladiska reprodukovatelnosti, ako aj z
hladiska ziskania nevyhnutnych adajov a objektivne hodnotitelnych vysledkov. Mensi
pocet zvierat v jednotlivych skupinich by mohol zvyraznit pdsobenie inter-
individuélnych rozdielov s moZnostou spochybnenia objektivnosti vysledkov.



Celkovy pocet zvierat (n=16) v kazdej skupine rozdelime na 2 podskupiny (n=8) podl'a
protokolu planovanych vysetreni tkaniv a orgdnov tak, aby sme ziskali pre kady typ
analyzy n=8 vzoriek v jednotlivych skupinach; pltica: bronchoalveolarna lavaz polovice
pluc a analyza buniek BAL, histologické a imunohistochemické vySetrenie tkaniva plc,
hodnotenie reaktivity plic na bronchokonstrikéné medidtory (metacholin, histamin),
hodnotenie plicneho edému (wet-dry lung weight ratio), vzorka tkaniva pre rtPCR,
priprava tkanivového homogenatu na analyzy markerov zépalu, oxidaéného poskodenia,
apoptézy, fibrézy atd.; srdce., pecef, obli¢ky: histologické aimunohistochemické
vySetrenie tkaniva srdca, vzorka tkaniva pre rtPCR, priprava tkanivového homogenatu na
analyzy markerov zapalu, oxidaéného poskodenia, apoptozy atd’.

Zjemnenie (Refinement):

Zaobchadzanie so zvieratami bude zabezpedené tak, aby boli uspokojené ich zékladné
fyziologické potreby vratane klimatickych podmienok (teplota prostredia 20-24 °C,
vlhkost’ vzduchu 40-60%) a poskytnutia optimalneho mnoZstva vhodnej potravy a tekutin
ad libitum. Stres u zvierat budeme minimalizovat’ $etrnym zaobchadzanim a obohatenim
prostredia predmetmi na hru ahryzenie. Priprava modelu ,,plticnej fibrézy“ bude
prebichat’ v laboratériu v pokusnej &asti centrilneho zverinca, kde sa bude realizovat
inhalatné anestéza izofluranom, transoralne intratrachedlne podanie siliky, priebezna
kontrola zvierat po¢as vyvoja modelu ochorenia vratane vaZenia, ako aj eutanazia zvierat
na konci postupu, t.j. vzndmom prostredi pre zvierati, aby sa minimalizoval stres.
Ukony, ktoré by mohli byt pre zviera neprijemné alebo bolestivé, budii pritom
vykonavané v celkovej inhaladnej anestéze (podanie siliky, eutanézia).

Vsivislosti s vyvoldvanim modelu ,,plicnej fibrézy“ otakivame aj moZné zhorenie
zdravotného stavu: zvieratd moZu reagovat’ zmenou spravania (mézu byt izolované od
skupiny, menej pohyblivé, nemat’ zdujem o okolie), mdéZzu mat’ nizsi prijem potravy
avody, mbZe sa objavit' zjezenie srsti apod. Pri zhorSeni zdravotného stavu bude
zvieratdm poskytnutd zvySend starostlivost’ a lie¢ba. V pripade zhor$enia zdravotného
stavu, ktoré presahuje mieru o¢akévaného zhorfenia stavu v suvislosti s vyvolavanym
ochorenim, vedici projektu na zéklade vysledného human end-point skére a po
konzultacii s veterinArnym lekdrom rozhodne o humannom ukonéeni postupu eutanaziou.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schvalovaniu: nie
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PRILOHA 2

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Cielena modulacia érevnej mikrobioty a jej transplantacia v prevencii a terapii

¢revnych zapalovych choréb — pilotna $tudia
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: /M 3757///Q' < // 3

Kracové slova v projekte (max. 5 slov): ulcerézna kolitida, dextran sulfat sodny, fekalna
transplantacia

Uéel projektu": zakladny vyskum

Ciele projektu:

Nespecifické &revné zapaly (inflammatory bowel disease, IBD) je skupina chronickych
zapalov traviaceho traktu, ktoré maju neinfekény pdvod a pri¢iny ich vzniku nie s zatial
dostatocne objasnené. Jednou z foriem IBD je ulcerézna kolitida, pri ktorej je zapal lokalizovany
v oblasti hrubého &reva a koneénika, ma kontinudiny charakter a zasahuje len mukoéznu vrstvu
je nutny chirurgicky zasah. Casto sa vyvijaju zavazné komplikacie, vedlce az k invalidizacii
pacienta. Z toho dbévodu sa hladaju nové moznosti prevencie a lie¢by IBD. Jednou z nich je
transplantacia revnej mikrobioty, pri ktorej sa do traviaceho traktu aplikuje kompletna komunita
Crevnych mikroorganizmov ziskanych od zdravych darcov. Predkladany projekt je pilotny, jeho
cicfom je najst optimalny spdsob indukcie chronickej kolitidy. Suéasne sa bude hladat
optimalna ¢asova schéma aplikacie €revnej mikrobioty tak, aby sme ¢o najvernej$ie imitovali
priebeh ochorenia u pacienta a si¢asne bol dosiahnuty maximalny terapeuticky uéinok fekalnej
transplantacie. Na zaklade vysledkov tejto $ttdie bude podana Ziadost o schvalenie postupov, v
ktorych otestujeme terapiu ulceréznej kolitidy fekalnym transplantatom obohatenym o
$pecifikované druhy baktérii resp. naturalnych latok. Ako model bude vyuzity konvenény kmen
potkanov s chemicky (dextran sulfatom sodnym) indukovanou kolitidou. V projekte budu
stanovované morfologické (stena traviaceho traktu), mikrobiologické, biochemické a

imunologické (lokalna a systémova imunitna odpoved) parametre.

Prinos z vykonaného projektu:
Pacienti s ulceré6znou kolitidou &asto trpia zavaznymi véasnymi i neskorymi

komplikaciami, ktoré vyznamne znizuju kvalitu ich Zivota. Z toho dévodu sa hladaju nové



moznosti lieCby IBD. Fekalna transplantacia by mohla byt vyhodnym, malo invazivnym
terapeutickym pristupom. Prinosom predkladaného projektu bude zavedenie modelu chronickej
ulceréznej kolitidy a optimalizacia aplikacie fekalneho transplantatu tak, aby v dalSich
experimentoch mohol byt testovany U¢inok cielene upravenej ¢revnej mikrobioty. Z dihodobého

hladiska budu vysiedky sluzit ako zaklad pre klinické Studie.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

laboratérne potkany, kmen Sprague-Dawley, spolu 30 zvierat

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania projektua
predpokladany stupein krutosti:

Postup Vplyv na zviera Stupen krutosti
VazZenie zvierat, handling Kratkodoby slaby stres, bez bolesti. slaby
Opakované injekéné i.p. Strednodoby mierny stres. Opakovana stredny

podanie anestetika bolest spésobena vpichom ihly.

Chemicka indukcia Bez bolesti, roztok DSS podavany slaby

ulcerdznej kolitidy — Vv pitnej vode.

podavanie DSS

Vyvin ulcerdéznej kolitidy Na 4.-5. def podavania DSS sa u zvierat | stredny - kruty
rozvijaju zapalové zmeny v oblasti
hrubého &reva, sprevadzané vyskytom
hnadiek, ubytkom telesnej hmotnosti,

krvacanim z traviaceho traktu.

Fekalna transplantacia Bez stresu a bolesti. Postup bude stredny
vykonavany v lahkej celkovej anestéze.
Transplantat bude opakovane aplikovany
do lumenu hrubého Ereva pouzitim
katétra z ohybného makkého materialu,

s oblou $pickou.

Dekapitacia Bez stresu a bolesti. Postup vykonavany | slaby

v hibokej celkovej anestéze.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat




Nahradenie experimentalnych zvierat nie je mozné vzhladom na charakter experimentu.
Vzajomnu interakciu Erevného epitelu, transplantovanej ¢&revnej mikrobioty a imunitného
systému ako odpoved organizmu na vznik kolitidy je moZné skimat len v podmienkach in vivo,
za Uéasti dal$ich klu&ovych regulagnych systémov — nervového a hormonalneho. Vyhodou nami
zvoleného modelu IBD oproti in vitro modelom alebo gnotobiotickym zvieratdm je bezZné
mikrobialne osidlenie &reva pokusnych zvierat a pritomnost $tandardne vyvinutého imunitneho
systému, ktorého jednotlivé zlozky sa vyvijaju v priebehu ontogenézy v kontakte s antigénmi z
prostredia.

2. Redukcia poétu zvierat

Poéet zvierat v postupe bol zvoleny tak, aby sme dosiahli validne a reprodukovatelné vysledky,
ktoré je mozné vyhodnotit vhodnymi $tatistickymi metédami. V DSS modeli ulcerdzne;j kolitidy je
nutné pogitat’ s uréitou mierou variability zapalovych zmien v stene éreva, najmé v désledku ad
libitum prijmu DSS v pitnej vode, preto je potrebné pouzit uvedené pocty zvierat. Dalsie
ZniZovanie poétu zvierat by ohrozilo dosiahnutie hodnovernych vysledkov projektu.

3. Zjemnenie

stav a prejavy bolesti budl denne monitorované zaskolenymi a skusenymi pracovnikmi. Kolitida
sa bude vyvijat potas 2 resp. 3 cyklov, kde sa budu striedat periédy aplikacie DSS
s prestdvkami na regeneraciu ¢revnej sliznice, po¢as ktorych sa namiesto DSS bude podavat
voda. Tento pristup je blizky priebehu ochorenia uludi, kde sa striedaju obdobia pokoja
(remisia) s obdobiami nahleho vzplanutia (relaps). VSetkym zvieratdm bude transplantovana
érevna mikrobiota, je teda mozné ocakavat zmiernenie priebehu kolitidy. Podavanie lie€iv na
zniZenie bolesti zvieratam s aplikovanym DSS nie je mozné z dévodu ovplyvnenia sledovanych

parametrov, ¢im by mohlo déjst k zmareniu naplnenia cielov projektu.

Human end point projektu:

Sledovany ukazovatef Bodové ohodnotenie
Strata hmotnosti 20 % 4 body
Riedka vodnata stolica 3 body
Masivne krvacanie z rekta | 3 body

Po dosiahnuti tohto stanoveného skére bude zviera vyradené z projektu a humanne usmrtens
predavkovanim anestetika (tiopental).

{1, X acrv—
Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu: ano 0/'0 5 /%%'ﬂ !
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Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: /’ 3 1 3 / ’/07 - 22///3

Morfologicka a funkén4a analyza meningov u potkanieho modelu tauopatie

Kradové slova v projekte (max 5 slov): meningy, lymfaticky systém, patologicky modifikované
proteiny

Utel projektu: Zakladny vyskum

Podrobny ucel postupu:

Centralny nervovy systém (CNS) patri medzi imunologicky privilegované tkanivo, chranené
hematoencefalickou bariérou. Parenchym CNS je obaleny sériou prekryvajucich sa membran, ktoré
st spolo¢ne oznaCované ako meningy. Meningy poskytuju d’al3iu bariéru CNS, nesti rozmanita
Skélu rezidentnych imunitnych buniek a sliZia ako kI'ugové rozhranie s perifériou.

Neddvne Stidie vyrazne zlepsili nase chapanie meningedlnej imunity, ¢o dokazuje, ako komplexny
imunitny dozor ovplyviiuje funkcie CNS za fyziologickych i patologickych &i zapalovych procesov.
Distribtcia a stav aktivacie meningealnych imunitnych buniek méze hlboko ovplyvnit’ homeostazu
CNS a prispiet k neurologickym poruchdm, pri¢om pri zachovani ich funkgosti, tieto bunky naopak
prispievaju k ochrane CNS.

DalSou vyznami sicast’ meningov predstavuji nedavno objavené lymfatické cievy (Aspelund et
al., 2015; Louveau et al., 2015; Mesquita et al., 2018). Tieto cievy boli opisané u my3i i l'udi,
pri¢om ich presna funkcia za fyziologickych a patologickych okolnosti ostdva nejasnd. Predlozeny
projekt ma za ulohu charakterizovat’ meningealny lymfaticky systém nie len z morfologického ale
najmd tak z funk&ného hladiska.

VzhPadom na to, Ze pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou (ACh) neustéle pribuda, spravne
chépanie akym sposobom je CNS chréanené resp. akym spdsobom dochddza ku ,klirens* agregatov
patologicky modifikovanych proteinov z CNS, je doleZité preskumat’ aku tlohu zohrava v tomto
procese vaskularny systém, konkrétne lymfatické cievy. V projekte sa zameriame na analyzu
lymfatického systému v zédpalovom prostredi ktoré je pritomné v naSom transgénnom potkatiom
modeli. Po morfologickéj charakterizacii lymfatickych ciev u trangénnych zvierat sa zameriame na
schopnost’ meningeélnych lymfatickych ciev odvadzat’ patologické agregaty (extraceluldrny tau
protein) z CNS a CSF do periférie. Pre t&ely projektu budeme zvieratdm aplikovat’ latky uvedené

v tabulke ¢&.1 priloha:1, a sledovat’ klirens mikromolekul ako i makromolekul (relevantnost’

k velkosti agregovanych a neagregovanych foriem patologicky modifikovanych proteinov).

Prinos z vykonaného projektu:

Vyskum vyznamne prispeje k lepiemu pochopeniu fyziologickych pochodov zapojenych do
udrziavania homeostazy CNS a procesov prebiehajucich za neurodegenerativnych
podmienok s ohladom na , klirens* patologickych lézii, €o v kone¢nom dosledku pomdZe pri
dizajne u¢innych stratégii v boji proti Ach.

Opodstatnenost’ pokusu a pouzitie zvierat v postupe

Cielom projektu je charakterizovat meningy potkanov zhladiska imunitnych buniek a
lymfatickych ciev. Na morfologické a funkdné analyzy lymfatického systému meningov je nutné
pouZit' Zivé zvieratd, nakolko komplexnost dejov odohravajiicich sa v organizme nemoZno
nahradit/ rekapitulovat’ v podmienkach ex vivo. Pokusy s navrhnuté v stlade s legislativnymi a
etickymi normami, ktoré sa vzt'ahuju na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Druhy a poéty pouzitych zvierat v postupe:



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Jednotlivé skupiny a podskupiny zvierat pouZitych v postupe s uvedené v tabulke & 2 a 3. Celkovo
bude pouzitych 100 potkanov z toho 50 transgénnych a 50 netransgénnych zvierat. Budil pouZité
samce a samice v rovnakom pomere.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:
Zvieratd v skupine A (Tab.8.2, priloha:1) bud slazit’ ako pilotny experiment, kedy 3tandardizujeme
mnoZstvo a spdsob podédvania latok, asice pomocou stereotaktickej aplikdcie do parenchymu
mozgu alebo do cisterna magna pomocou kanylacie. Na zaklade zistenych vysledkov budeme
v nasledujucej skupine B (Tab.¢.2, priloha:1) aplikovat’ metédou ktord sa osved&i ako vyznamnejsia
z hladiska experimentalnych dat. Prehlad planovanych latok pouzitych v jednotlivych postupoch je
uvedeny v Tabul’ke €. 3. Pred ukongenim postupu bude kazdé zviera uvedené do hlbokej anestézie
s naslednou transkardidlnou perfiziou a po huméannom usmrteni (dekapitdcia) im budi odobraté
tkanivd: meningy, mozog, cervikdlne lymfatické uzliny. Nepredpoklada sa nepriaznivy vplyv na
zviera, zvieratd reaguji velmi dobre na intracerebralnu aplikdciu ako ina kanylaciu cisterny
magna. Pooperacna bolest’ je utimena analgetikmi. Pogas doby preZivania (max 5 dni od aplikacie),
bude zdravotny stav zvierat pravidelne monitorovany.

Charakterizacia litok jednotlivych latok:

FITC Dextran:

FITC-dextran Dextran(3", 6"dihydroxy-3-oxospiro(isobenzofuran-1(3H), 9°-()

dextran sa pouZziva v Kkardiovaskularnych, mikrocirkulatnych, perfiiznych, bunkovych
monovrstvach a vyskumoch priepustnosti bunkovej membrany ako fluorescenénd zlG&enina s
indikatorom toku, ktord umoZznuje meranie procesov, ako je prietok krvi, poskodenie membran,
cievna drendz, elimindcia obliGiek ai. Latka sa beZne aplikuje in vivo do zvierat.

Tau-fluorophore:

Protein tau sa purifikuje pomocou FPLC, &o je v nafom indtitite dobre zavedeny postup.
Rekombinantny tau protein nenesie Ziadnu modifikaciu, ako napriklad hyperfosforylaciu,
pozorovanli pri Alzheimerovej chorobe. Obrat tau proteinu je rychlejsi; celkové trvanie
experimentu je preto kratke. Okrem toho su fludrované konjugované proteiny Siroko pouzivané ako
indikétory v biologickych §tidiach po celom svete. Farbivo sa Pahko eliminuje z obehu v ddsledku
jeho rozpustnosti vo vodnych médiach. Neotakdvame preto Ziadne nepriaznivé uginky.

EB:

Farbivo Evans blue (EB) ma dlhu historiu ako biologické farbivo a diagnostické &inidlo od jeho
prvého farbenia Herbertom McLeanom Evansom v roku 1914. VzhPadom na jeho vysoka
rozpustnost’ vo vode a pomalé vylu€ovanie, EB sa Siroko pouZiva v biomedicine, vratane pouzitia
pri odhade objemu krvi a vaskuldrnej permeability, detekcii lymfatickych uzlin a lokalizacii
nadorovych lézii. Nedavno boli série EB derivatov znagené izotopmi PET a mozu byt pouzité ako
terapeutické ¢inidla so Sirokym potencidlom v dosledku ich zlepseného poléasu v krvi a zniZeného
uvolfiovania. Evans blue dye (EBD) sa bezne pouZiva vo vyskume hematoencefalickéj bariéry,
kedy sa tato latka aplikuje in vivo do zvierat za u¢elom sledovania poskodenia bariéry. Latka v
nizkej koncentrécii je zvieratami dobre tolerovana.

Reakcia zvierat na aplikované latky:

Vo vieobecnosti neoCakdvame Ziadne komplikacie u netransgénnych hlodavcov ani transgénnych hlodavcov
FITC dextran, Evans blue sa bezne aplikuju in vivo zvieratdm bez pozorovania adverznych reakecii.
Po kazdej aplikécii st zvieratd sledované, hodnoti sa ich celkovy stav apatia, pripadne zvysend
aktivita, ktoré by mali odzniet’ v priebehu par mindt.

Predpokladame vSak, Ze ak sa vyskytne porucha lymfatickej drenaze v désledku pritomnosti neurofibrilérne;
patoldgie u transgénnych zvierat, klirens farbiva méze byt predizeny v porovnani s netransgénnymi
hlodavcami. Identifikacia tohto procesu je jednym z hlavnych experimentalnych cielfov projektu.
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Manipuldcia so zvieratami:

Priloha 2: Netechnické zhrnutie

obdobia prezivania

Poopera¢na bolest’ je timena analgetikmi.

Charakteristika postupu Vplyv na zviera Krutost’
VaZenie zvierat Kratkodoby mierny stres spdsobeny manipulaciou. Bolest’ slaba
slaba. Trvanie 1-2 minaty.
Kratkodoba fixacia Standardn4 metoda. Kratkodoby mierny stres spdsobeny slaba
a intraperitonealna manipuldciou a obmedzenim pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie
injekcia anestetik 30 sekind.
Stereotakticka Standardna metoda. Nastrihnutie koze na hlave (1cm rana), stredna
aplikacia v celkovej vyvftanie malého otvoru do lebky (1mm), aplikacia latky
anestézii do cielenej oblasti mozgu, zogitie rany. Po-opera¢na bolest’
bude utimen4 analgetikami. Trvanie 1-60mintt.Bolest’
stredna.
Standardna metoda. Zviera je v celkovej anestéze, tupou
Kanylacia cisterna preparaciou svalov krku sa odhali dura mater, nasledne sa
magna (KCM) do nej zavedie kanyla napojena na strickatku a vpravi sa
v celkovej anestézii latka do cistery. Po-opera&na bolest’ je utlmena strednd
- analgetikami. Trvanie 1-30 minfit. Bolest stredna.
Stav zvierat pocas Zvierata reaguji vel'mi dobre na intracerebralnu aplikaciu. slaba

Bolest’ slabd az stredna.

Zvierata stereotaktickt aplikaciu do mozgu ako aj KCM
znasaju dobre a rychlo sa po nej zotavuji. Zvierata su
pocas doby preZivania pravidelne monitorované,
pravidelne kontrolovany zdravotny stav, a najneskor po 5
diioch odo dia aplikacie budii humanne usmrtend.

Standardna metoda. Zviera sa v celkovej anestézii slaba
transkardidlne perfunduje tandardnym roztokom (PBS s
heparinom). Samotné perfizia prebehne v celkovej
anestézii, z ktorej sa zviera uZ neprebudi. Bez moZznosti
zotavenia.

Transkardidlna
perfiizia zvierat

Celkové hodnotenie Stredna a bez moZnosti zotavenia stredna

krutosti

Zohladnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulécii so zvieratami sa budii dodrZiavat’ interné Standardné pracovné postupy.
So zvieratami sa bude zaobchadzat” huménne a nebude sa im vyvijat’ prebyto&ny stres. Zvieratd st
chované v podmienkach vyhovujicich ich fyziologickym a socidlnym potrebam. Starostlivost’ o
zvieratd zabezpetujii osoby, na ktoré si zvieratd zvykli. V zverinci NIU SAV je denne kontrolovany
a monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch zmien zdravotného stavu
veterinarny lekdr upovedomi veduceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit zviera z
experimentu a pristupit’ k humannemu usmrteniu zvierata.

Invazivne zékroky (stereotaktickd aplikacia, aplikdcia do cisterna magna) budd vykonané
v celkovej anestézii, v planovanom mieste incizie bude primérne aplikované lokélne znecitlivenie
v podobe lidokainu. Po opera¢nom zakroku bude zvieratdm aplikované analgetikum Rimadyl.

Redukcia: V navrhovanom experimente budeme vyuZivat' zvierata z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval pocet pokusnych zvierat a aby sa nemuseli pouZivat extra zvieratd a pripGitanie.
Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v &o najvy3Sej moznej miere a zaroveil zabezpedujlici
Statistickd relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Nahradenie: Ugelom projektu je opisat morfolégiu menigedlnych imunitnych buniek
a meningedlneho lymfatického systému, a sledovat’ efektivnost drendZe meningedlnych
lymfatickych ciev. Dané ciele, vzhfadom na komplexnost’ dejov odohravajucich sa v organizme,
nie je mozno realizovat’ ex vivo a teda je potrebné vyuZit' Zivé zvierata.

Zisada nahraditel’nosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metédy sme pouZili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu
metddu, ktorl by sme mohli pouZit' vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’ experimenty
na zvieratach. Zvieratd nebudi vystavené opétovnému pouzitiu ani kumulativnemu &inku.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudi vystavené utrpeniu, vetky aplikicie latok a odbery tkaniv sa
uskuto¢nia v hibokej anestézii. Zvieratd budi huméanne usmrtené. Vysledky ziskané z planovaného
experimentu mo6zu vyznamne napomdct’ pochopeniu funkcie lymfatického systému CNS, a jeho
uloh v procese neurodegeneracie.

Zaciatok pokusu je planovany na 31.6. 2019 a bude sa realizovat’ do 31.12. 2020.
Zvieratd nebudu vystavené opdtovnému pouzitiu.
Projekt nevyZaduje spdtné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Terapeuticky efekt roznych wtéinnych latok a uginnych latok viazanych na
nanocastice na progresiu nadorovych xenograftov.

KrPucové slova: xenograft, prirodné latky, protilatky, chemoterapeutikum, nanomaterial

Uéel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel’ projektu: Hlavnym cielom projektu je ozrejmit’ terapeutické Gcinky réznych uginnych latok a
ucinnych latok viazanych na nanomaterial rézneho charakteru na tvorbu a rast nddorov. PouZité
ucinné latky uz boli testované in vitro, kde vykazovali silnu protinddorovu aktivitu.

Prinos projektu: Hlavnym prinosom tohoto projektu, bude v pripade potvrdenia protinddorovej
aktivity testovanych latok in vivo, moznost’ vyuzitia testovanych latok a postupov na zefektivnenie
lie¢by nadorovych ochoreni. Mnohé z testovanych latok si v sucasnosti na trhu dostupné ako liegiva
alebo vyzivové doplnky a preto poznanie ich efektu na tumorigenézu by malo vyznam pri manaZmente
nadorovych ochorenf u l'udi.

Pocet a druh pouZitych zvierat: Mys laboratorna (Mus musculus), NMRI nu/nu samice 900 ks, SCID
samice, 100 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v ramei vykondvania projektu:

Pocas tetovania, aplikacie buniek pod kozu, alebo do chvostove;j Zily, intraperitonealnej aplikacie
luciferinu a G¢innych latok a poas merania velkosti xenograftov, pripadne vaZenia budi zvieratd
prezivat’ miernu nepohodu a kratkodoby (menej ako 60sec) stres. Pocas in vivo imaging analyzy budu
zvieratd v inhala¢nej anestézii umiestnené na vyhrievanej podlozke v skenovacom zariadeni, takZe by
nemali utrpiet’ vyznamn( ujmu.

V niektorych pripadoch bude nutné odoberat’ aj krv z orbitalneho sinusu alebo chvostovej Zily
v anestézii, alebo z vena saphena. Maximalne odobraté mnozstvo bude 200 mikrolitrov. Krv bude
odoberana 1x tyzdenne, takze by nemalo dochddzat' k vyraznej ujme.

Xenografty, ktoré zvierata vytvoria po jednorazovej aplikécii nadorovych buniek, budt podkozné
a nepresiahnu velkost 1 cm®. Xenografty st najmenej invazivny, najmenej zdravie a preZivanie
zvierat ovplyviiujlici typ nadoru. Xenografty sa aplikuju subkutdnne, ¢o je pre organizmus najmenej
zat'azujuca aplikacia, formuji nador v mieste vpichu a bunky z nddoru sa nesiria do inych ¢asti tela.

Navrhované postupy mézu vyvolat’ zhor§enie zdravotného stavu zvierat, najmé u kontrolnych
zvierat, ktoré nebudu lieené. Zhorsenie zdravotného stavu sa méze prejavit stratou hmotnosti a/alebo
stazenym dychanim, nechutenstvom. Zdravotny stav zvierat sa v§ak bude denne kontrolovat. U
zvierat, ktoré vyvin(i niddor budeme sledovat’ ich spravanie, &i maji zhrbeny postoj, zmenu vyrazu
tvare alebo najezend srst. Za human end point budeme povaZovat zmenu vyrazu tvare podla
publikacie DJ Langford ef al., 2010: Coding of facial expressions of pain in the labo-ratory mouse,
NATURE METHODS, VOL.7 NO. 6 JUNE 2010; doi:10.1038/nmeth.1455. Pri ziskani minimalne 4
bodov v zmene vyrazu tvare bude zviera usmrtené. Zvieratd sa usmrtia cervikalnou dislokaciou



v inhala¢nej anestézii (Isoflurin). Usmrtenie zvierat na konci pokusu je nevyhnutné pre ziskanie
nadorového tkaniva.

Predpokladana urovei krutosti: stredna

Sulad s poziadavkami ,,3R*
Nahradenie:

Uginné latky, ktoré budeme v tomto projekte testovat, vykazuju vo vsetkych in vitro testoch na
bunkovych kultirach, vritane 3D modelov nadorovych sferoidov, signifikantni protinadorovi
aktivitu. Dal§im dostupnym stupfiom testovania, si hlodavce, ktoré sa v tomto 3tadium nedaju
nahradit’ inym postupom.

Obmedzenie:

Z experimentov uskutonenych na bunkovych kultirach in vitro az dostupnej vedecke;j
literatiry sme schopni ur¢it’ davkovanie uéinnych latok ako aj frekvenciu ddvkovania. Na testovanie
na zvieratach pouzivame len latky, ktoré vykazovali na bunkovych kultirach protinadorové uginky.

Pocet zvierat v skupinich je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané statisticky
vyhodnotitel'né vysledky. Ak ziskame $tatisticky signifikantné data z mensieho poétu zvierat, nebude
potrebné pouzit’ celkovy planovany pocet.

Postupy a zloZenie pokusnych skupin st naplanované tak, aby bolo mozné vyuzit' jednu
kontrolni skupinu zvierat pre ¢o najviac testovanych latok.

Zjemnenie:

Zvierata budd drzané v skupindch umozZiujticich prirodzené socidlne spravanie so stilym
prisunom potravy a pitnej vody. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizuju traumatizaciu
zvierat poCas injekénych aplikacii. Na projekte sa buda podiefat’ len skiiseni pracovnici vyskoleni na
pracu s laboratérnymi zvieratami. V pripade potreby bude vykonané huménne ukon&enie postupu.
Prostredie, v ktorom sl zvieratd ustajnené je obohatené papierovymi rolkami, papierovou vatou,
pripadne pali¢kami na ohryzovanie. So zvieratami sa zaobchadza opatrne a citlivo.

Spiitné posidenie projektu: . / oo YL (i
s 1 EM,@WM/ //ﬂé/mW/ /?%
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NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu: Stanovenie imonomodula¢ného Gdinku pripravku IMMODIN v krvi

morgiat po indukovanej supresii latkou azathioprin,

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 4 3{ 6 / /{ 0{ -A2 /] / 6
KPicové slova v projekte (max 5 slov): mor¢a, imunita, supresia, azathioprin, IMMODIN
Ukel projektu: zikladny/translaény vyskum

Spravne fungovanie jednotlivych zloZiek imunitného systému u Pudi je predpokladom vi&Sej odolnosti
vodi onkologickym, infek&nym, alergickym a d’al§im ochoreniam, ktorych podet narastd. Imunitny
systém je tvoreny bunkovou zlozkou a velkym poétom bunkami produkovanych mediatorov, ktoré
reguluju imunitné reakcie pri kazdom zo spominanych skupin ochoreni $pecificky. Pri poskodeni
niektorej zlozky je narufend celkovd homeostiza imunitného systému, priom tato imunologicka
supresia moze viest' k vzniku vaznych ochoreni, Pod4vanie vhodného imunomodulagného pripravku
mdZe preto vyznamne pozitivne ovplyvnit' celkovy vysledok liesby pacientov, u ktorych je zistena
zniZzend funkcia imunitného systému, Jednym z takychto pripravkov je IMMODIN (Transfer faktor).
Ide o dialyzovany homogenat leukocytov (DHL) periférnej krvi zdravych jedincov, ktory obsahuje
nizkomolekulové latky s vel’kostou do 10 kDa.

Azathioprin je chemicka ltka (purinovy analég) pouzivana na antigénovo-ne$pecifickd imunosupresiu
u Pudi ato hlavne pri ochoreniach ako st autoimtnne ochorenia a transplantécie orgdnov. Jeho
mechanizmus G¢inku na vsetky proliferujuce bunky, teda aj imunitné bunky, (napr. T a B lymfocyty)
Je inhibicia enzymu, ktory Je potrebny pre syntézu DNA.

Ciele projektu:
V projekte sa budi sledovat’ nasledovné ciele:

1/ pomocou metédy prietokovej cytometrie sledovat vybrané parametre bunkovej imunity v krvi
mordiat

2/ overit’ &i jednorazova davka imunosupresivnej latky azathioprin vyvolad pokles v proporciach T
lymfocytov porovnatelny s ich poklesom v rozetovom teste. Okrem toho zistit vplyv latky na B
lymfocyty, CD4 a CD8 lymfocyty.

3/ overit' &i jednorazova ddvka IMMODINy stimuluje proliferaciu T lymfocytov, a &i dojde
k normalizicii aj ostatnych bunkovych populécii. Tento uginok potvrdit' na 6 $arZich pripravku (3
SarZe pre samce, 3 Sarze pre samice).

Prinos z predpokladaného projektu:

Produkt IMMODIN je registrovanym pripravkom pre huménne pouZitie na \ipravu funkeii imunitného
systému pri mnohych ochoreniach. U pacientov bola popisanad normalizacia potlaCenej bunkovej
imunity, ale mechanizmus G&inku zavisi od typu ochorenia a patolégie. Pre overenie &i Jjednotlivé
Sarze pripravku upravuji bunkovii imunitu rovnakym spésobom, je potrebné zaviest vhodny
imunosupresivny model. Navrhovany postup vychadza z pdvodného modelu supresie azathioprinom
a naslednej normalizcie pottov T lymfocytov vplyvom IMMODINu aplikovanom v rozetovom teste,
Vysledky projektu rozsiria vedomosti o mechanizme imunomodulaéného G&inku IMMODINu na
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kla¢ové typy lymfocytov. V budficnosti bude moZné vyuzit' postup pre udely kontroly ug&innosti
produktu a pripadnej registracie v d’alich krajinach EU.

Druhy pouZitych zvierat a ich poéty: Moréa doméce kmeita TRIK, 15 ks na 1 Sarsu testovaného
pripravku, samice (3 $arze), samce (3 Sarze), spolu 90 ks

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

Perordlna aplikacia azathioprinu a subkutinna injekcia IMMODINu prestavuji pre zvierat4 len mierny
kratkodoby stres. Jedna dévka azathioprinu (200mg/kg) bola zvolena na zaklade odbornej literatury,
predklinickych testov vyrobcu lieku a jeho farmakokinetiky u moriat tak, aby nevyvolala vyrazné
poskodenie organizmu. Latka sa v organizme nekumuluje a postupne sa vylucuje ztela von. Odber
krvi kardialnou punkciou je v intervaloch 7-7-14 dni, €o je dostatodne dihy &as na Zregenerovanie
miesta vpichu v srdei. Pésobenim imunosupresiva v davkach popisanych vtomto projekte sa
neocakava u zvierat celkové zhorsenie zdravotného stavu. TaktieZ sa neotakéava pretrvavajuce riziko

bolesti ani utrpenia.

Predpokladana troveii krutosti: stredna

Charakteristika postupu Vplyv na zviera Zaradenie podPa krutosti
Vézenie zvierat Kratkodoby mierny stres Slabé
Kratka fixacia pri aplikacii Kratkodoby mierny stres Slabé
Jednorazova s.c. aplikacia Kratkodobé obmedzenie, bolest Slabé
IMMODINU slaba

Kratkodobé obmedzenie, bolest
slaba, mierne podraZdenie
Jednorazova p.o. aplikéacia paZerédka, vyssia predispozicia slabé
Azatioprinu na virusové, hubové a
bakterialne infekcie vplyvom
imunosupresie
Kratkodobé obmedzenie, bolest
. . slaba (vyblok A

Opakovany odber krvi i (Vy © oval.la , .

., ) . znecitlivenim), potencionalne stredné
kardidlnou punkciou v anestézii .. .

riziko zlyhania srdca po
opakovanom vpichu ihly
Usmrtenie dislokaciou krénych Kratka fixacia, bolest’ labé
. ) e ]

stavcov v anestéze vyblokovana znecitlivenim
Pésobenie imunosupresiva Zl,lfzel}y Pocet lym,focytov_, .

- zvysena nachylnost’ na vznik stredné
(azatioprinu) . « .

infekéného ochorenia
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Preukizanie sdladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia: Uplatiiovanie zasad
3R

1. Nahradenie:

Stanoveny podet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatodného poétu
vzoriek pre $tatistické vyhodnotenie vysledkov. IMMODIN je uréeny pre pacientov s rdznymi druhmi
imunodeficientnych ochoreni, u ktorych sa odakéva imunorestaura&ny ti¢inok a normalizécia imunitnej
odpovede. Pri overeni komplexného w&inku pripravku je nutna cirkulcia (lymfaticka, krvna)
a interakcie s mnohymi zlozkami imunity, &o sa ned4 simulovat v podmienkach in vitro. Z tohto
ddvodu nie je mozné nahradit’ pokus na zvieratich in vitro testami na bunkovych linidch. Pouzitie
zvierat je pri tomto humannom pripravku stle potrebné kvéli jeho 3irSej aplikécii v humanne;j
medicine pri obnove zdravia pacientov.

2. Redukeia poétu zvierat:

PouZivanie zvierat je stale potrebné z pohladu testovania bezpecnosti, neskodnosti a kvality liekov.
Statistické hodnotenie validity postupu si vyzaduje reprezentativny sibor zvierat (uvedeny vyssie),
ktory uz nie je mozné znizit. Daldie zniZenie poftu zvierat by sa negativne prejavilo na
reprodukovatelnosti vysledkov ato aj v désledku velkej variabilite imunologickych parametrov u
morciat. Stanoveny podet je pri outbrednych zvieratach minimalny a definitivny.

3. Zjemnenie:

Zasada zjemnenia bude dodrZiavana v plnej miere odo diia dodavky zvierat do zvieratnika. Pocas
karantény prejda  zvierata procesom handlingu. V priebehu pokusu bude utrpenie zvierat
minimalizované na najniz$iu mo#ni mieru a zdravotny stav bude denne monitorovany skisenymi
a vyskolenymi pracovnikmi. Pri odbere krvi zo srdca bude zvieratdm stres zmierneny podanim
analgetika Zoletil. Po podani jednej davky supresivnej latky sa oSakédva len mierny priebeh zmien,
a sposobené potlatenie imunity neohrozuje Zivot zvierat Humane endpoint nastane v pripade
zhorSeného zdravotného stavu zvierat, ktory sa moze prejavit napriklad ako zjezend srst, (ibytok
hmotnosti o viac ako 15%, zmena spravania. Uvedené zviera bude vyradené z postupu a usmrtené
v celkovej anestéze dislokaciou krénych stavcov pod dohPadom zmluvného veterindrneho lekéra.
Zvierata budu chované v $tandardnych podmienkach, ktoré nevyvol4vaji stres a budi im poskytnuté.
Starostlivost” o zvieratd podas ustajnenia a pokusu sa bude riadit NV & 377/2012 a 280-001-OBP
Prevadzkovy poriadok vypracovany s ohl'adom na zdravie a pohodu zvierat v zvieratniku.

Projekt nebude spiitne posiideny po skonéeni v stilade s § 37 bodom 2)NV 377/2012:
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Netechnické zhrnutie projektu

Niazov projektu: Vplyv poddvania entacapone na antioxida¢ny status a reprodukéné
parametre samcov potkana

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 7 3’7'.‘/ / ‘f @ - 22 7/ 3

Kradové slova v projekte (max 5 slov): entacapone, antioxidant, reprodukcia

Utel projektu: Zikladny vyskum

Opisat’ ciele projektu: Ciel'om projektu je stanovit’ vplyv kratkodobého a dlhodobého
podavania entacapone, inhibitora COMT, na aktivitu antioxidaénych enzymov a na
ukazovatele oxida¢ného stresu v organizme experimentalnych zvierat, zistit zmeny v
hladinach pohlavnych hormoénov a zmeny v reprodukénych parametroch samcov potkana. Na
zaklade tychto vysledkov chceme urit’ optimélnu davku a spdsob podavania entacapone pre
dosiahnutie jeho maximalneho mozného kladného u&inku na priebeh reprodukéného procesu.

Prinos z vykonaného projektu:  Neplodnost’ postihuje medzi 13-18% manzelskych parov
v priemyselne rozvinutych krajinach sveta. PribliZne v polovici pripadov je pri¢ina na strane
muZa. V poslednych rokoch je za hlavnu pri¢inu muzskej neplodnosti povaZovany oxida¢ny
stres. Entacapone je latka pouZivana v huménnej medicine pri lie¢be Parkinsonovej choroby
ale niekol’ko préc z posledného obdobia preukézalo, Ze m4 aj antioxidaéné ucinky.
Navrhovany pokus by bol prvy svojho druhu na svete, ked’ze doteraz nik nesktmal mozny
kladny vplyv podévania entacapone na antioxidaény status pohlavnych organov, pocet a
kvalitu spermif, ani na stimuldciu tvorby pohlavnych horménov. Ziskané informacie by tak
mohli napomdct’ pri uchovani reprodukéného zdravia u l'udi.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty: Dospelé potkany (Rattus norwegicus)
kmeri Sprague Dawley, 60 samcov + 240 mladat.

H

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v rameci vykonania
projektu:

Nepredpokladdme Ziadny tihyn zvierat, ked’Ze skupiny s vysokou d4vkou dostant
entacapone v maximalne pripustnej davke pre toto lie¢ivo. Odber krvi, intraperitonealne aj
peroralne podanie latky spdsobujui iba kratkodoby stres a nevyZaduju si podanie analgetik.
[zol4cia organov bude vykonan4 aZ po huméannom usmrteni zvierat.

Predpokladans tiroveri krutosti:



Postupy v experimente navrhujeme klasifikovat’ do kategérie krutosti stredna.
Zvieratd by v ich dosledku mali pocit'ovat’ iba kratkodobu slabu opakovanu bolest, utrpenie
alebo strach.

VézZenie - slaba

Ustajnenie — slaba

Manipulécia so zvieratami pri &isteni vanic — slaba

Odber Zilovej krvi kanylou z lateralnej chvostovej Zily - slabé
Opakovand i. p. aplikacia liediv - stredna

Opakovand p. o. aplikacia lie¢iv — stredna

Usmrtenie podanim letdlnej davky anestetika— slaba

Uplatnenie zasad 3R

* Zjemnenie — experiment je postaveny tak, aby bol minimalizovany stres alebo
bolest’ pouZitych pokusnych zvierat. Zvieratam bude zabezpeéena dobré vyZiva,
adekvétne zaobchadzanie Skolenymi pracovnikmi a vyhovujtici Zivotny priestor,
s dennou kontrolou Zivotnych podmienok. Odber krvi, perorélna i parenteralna
aplikdcia riedidla alebo entacapone budi vykonané odborne spdsobilymi
osobami. ZvySenim frekvencie kontroly zdravotného a sledovanim zmien
vspravani zvierat po aplikicii pouZitej latky zminimalizujeme pocit
diskomfortu, resp. vyraznej bolesti spojenej so zhor$enim zdravotného stavu
zvierata. V pripade vyskytu takych priznakov, ktoré budi pretrvavat’ dlhsie ako
3 dni budu zvieratd usmrtené nadmernou davkou anestetika s naslednou
cervikélnou dislokaciou. Vzhl'adom na charakter pouZitej latky je ale moznost
negativnych vedlajSich ucinkov len velmi malo pravdepodobna. Usmrtenie
zvierat bude vykonané huménnym postupom spdsobilymi osobami.

* znilenie poctu zvierat — bude pouZity iba taky polet zvierat, ktory zabezpedi
mozZnost’ Statistického vyhodnotenia experimentu z hl'adiska validity pokusu a jeho

reprodukovatel'nosti. Rovnako diZka pokusu je optimalizovana na iba na nevyhnutne
dlha dobu.

* nahradenie zvierat — tento pokus sa vykonéa na potkanoch, pretoZe je to jedno z
modelovych zvierat v humannej medicine. Planovany experiment nie je mozZné
vykonat’ alternativnym spdsobom bez pouzitia Zivych zvierat, pretoZe doterajsie
poznatky o problematike neumoZiiuju vytvorenie adekvatneho modelu in vitro, ktory
by dokézal simulovat’ ovplyvnenie reprodukénych parametrov samcov po podani
sledovanej  chemikélie. Databdzy medzinrodne uznanych a overenych
alternativnych metod neobsahuju takéto alternativne metédy.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvalovaniu:  4no nie



