
Pľíloha 6

NETECHNICKE ZHRNUTIE PRoJEKTU ' 3 rĺ?f /ĺl *z; ĺ / slĺ
Názov projektu: Stanovenie maximálne toleľovatel'nej dávky (MTD) látok IMP1 a IMP2

Kllĺčové slová v pľojekte:
maximálne toleľovaná dávka (MTD)

Účel pľojektu: Aplikovaný výskum

Ciele pľojektu:
Cieľom projektu je ziskať infoľmácie o akútnej toxicite látok IMPl a IMP2 stanovením
maximálne toleľovanej dávky (MTD). Testované látky sú bio-kompatibilné polyméry založené
na polyglycerole a sú vyvíjané ako nosiče pľe liečivá

Pľínos z vykonaného pľojektu:
Výsledky stanovenia MTD testovaných látok umožnia stanoviť toxicitu testovaných látok a
uľahčia vykonávanie ďalších štúdií v nasledujúcich fázach výskumu testovaných látok.

Dľuhy použitych zvierat a ich počty:
Potkan Wistaľ 42 samic / 2 testované látky (2I samícll testovaná látka). Pokus sa vykoná len
na samiciach, ktoľé sú povaŽované za citlivejšie pohlavie

Nepľiazniqý vplyv/uj ma na použi té zv ieratá v ľámci vykonávania pľoj ektu :

MTD je definovaná ako dávka, ktorá nespôsobí smď,vážne príznaky toxicity amax. 1OYo
redukciu telesnej hmotnosti. Na stanovenie MTD sa používa metóda eskalácie dávky
v logaritmickom meľítku. Dávka sa zvyšuje, až kým sa zaznamenajú klinické ptiznaky.
Eskalácia dávok je daná progľesným faktorom.

Štĺĺia pľebieha v dvoch častiach:
l/ Pred-štúdia
Účelom je vybľať vhodné dávky pľe hlavnú štúdiu. Jedno zvieraje aplikované vybranou
počiatočnou dávkou (podľa dostupných infoľmácií o testovanej látke). Potľebné množstvo látky
bude podané zvieraťu intravenózne' Zviera je pozorované po podaní látky peľiodicky
vpriebehu pľvých 4 hodín apotom priebežne 48 hodín. Podľa reakcie na podanú dávku sa
nasledujúca dávka zvýši, ažkým nie sú pozoľované zteteľné _ stredne silné pľíznaky toxicity.
Vtedy sa eskalácia zastaví a vyberu sa dávky pľe hlavný test.
Sleduje sa neschopn'osti prijímot'potravu alebo vodu, abnormálna vokalizócia' abnormólna
pozíciaalebo pohyby, rýchla stľata hmotnosti, alopécia, hnačka, opuchnuté končatiny, para|ýza
alebo iné centľálne alebo peľiferne nervové poľuchy _ kŕče' ťažkosti s dýchaním, kašeľ,
kýchanie, v;itok z nosa, krvácanie, anémia. Pľi hodnotení zdľavotného staw použijeme tabul'ku
,,human end point'..
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Príloha 6

Pľi hodnotení pľíznakov nesmieme pľekľočiť skóre 2 (stľedne silný príznak). V pripad,e, že
dávka spôsobí silný príznak (skóre 3), zvieru bude humánne utratené a do hlavného testu sa
použije dávka nižšia.
Pľedpokladaná mortalita je 0 Yo, keďže z definície MTD vyplýva, že nesmie dôjsť k úhynu
zvierat. Zvyšovanie koncentľácie testovaných látok bude postupné a bude sa pľihliad ať na
zdravotný stav zvierut, aby sa dosiahli podmienky na uľčenie MTD. Strata hmotnosti l0% bucle
v tomto pľípade považovaná za sttedne silný priznak (skóre 2) a nebudeme pokľačovať v pred-
teste.

Human end point

Hodnotenie
0- bez príznakov
l- mieľny príznak
2- stľedne silný pľíznak / konzultácia s veteľinárnym lekáľom
3- silný príznak leúanázia

f, príznakov > 7 eutanázia

2lHlavný test
Na stanovenie MTD sa vyberu 3 _ 4 dávky z pľed-štúdie akaždádávka sa podá jednoľazovo,
maximálne 5 zvieratám.
Spektrum biologických odpovedí :

bez odpoved' (NOAEL ) - adaptívlnaÍyziologická odpoveď(NoAEL) - minimálna odpoveď
(LOEL) --+ mieľna odpoveď (LOAEL) ---+ zteteľné (stľedne silné) príznalql toxiciý (FEL)

Pozoľovanie minimálnych, miemych alebo zľetellných príznakov aspoň v jednej dávkovej
hladine umoŽňuje stanovenie MTD, ktoľé sa urči zľozsahu dávok LOEL a FEL.

Klinické pozorovanie
Zvieratá budú pozoľované individuálne, hneď po aplikácii, po /r, I,2 a 4 hodinách a potom
pľiebežne 48 hodín. Doba pozorovania nie je daná ĺigidne, v pľípade potreby môže bý'
ptedižená(max. 1 4 dní).
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Príloha 6

Oblasti pozorovania
Koža a sľsť, oči, mukozy, ľespiľačný systém, cirkulačný systém, CNS, somatomotorická
aktivita a spľávanie (tremoľ' krče, slinenie, diarhoea, letargia, spánok, kóma).
V hlavnom teste budú použité dávky, ktoľé boli oveľené v pred-štúdii a tak nie je pľedpoklad,
že v hlavnej štúdii sa u zvieľat vyskytnú nepriaznivé ptiznaky zdravotného stavu, ktoľé by
mohli viesť k utrpeniu zvierat, prípadne až smľti. Ak by sa predsa takáto situácia vyskytla,
pristúpime k human end point azvierabude humánne utľatené.

Hmotnosť zvierat
Individuálne hmotnosti zvierutbudi zaznamenané kľátko pľed aplikáciou a potom denne.

Patológia
U všetkých zvierat bude vykonaná pitva s makĺoskopickým vyšetľením. Detailná pitva bude
zaffiňať pozomé vyšetľenie vonkajšieho povrchu tela, všetkých otvorov a dutín (lebečná,
hrudná a bľušná) a ich obsah. Patologicke nálezy budu zaznamenané pre každé zvieľa do
pľotokolov.

Úľoveň kľutosti:
Stanovenie MTD patrímedzi stľedne kľuté metódy.
Hodnotenie jednotlivých postupov je uvedené v Tabuľke.

Uplatňovanie zásad 3R
V pľojekte budú zohľadňované zásady 3R.
Refinement - v pokuse nebudú vykonané bolestivé zál<roky pri ktoľých je potrebné použiť
látky zmierňujúce bolesť. Slabá - stľedná bolesť môže bý spôsobená systémovou reakciou na
podanú látku. Po podaní testovanej látky bude zvierutám venovaná pozoľnost'. Počas celej
štúdie budú mať zvieratá prostredie obohatené nádobami, ktoľé budú slúžiť zvieratám ako
úkľyt. Tieto sú ineľtné, bezpečné, dobľe udľžiavateľné anehrozí ich poškodenie ani zo stľaný
zvierat.
Zvyšovanie koncentľácie testovaných látok bude postupné a bude sa pľihliad at' na zdtavotný
stav zvierat, tak aby sa dosiahli podmienky na určenie MTD. Ak by napriek pľedpokladu došlo
k zhoľšeniu zdľavotného stavu pristúpime k,,human end point,,.

Zaradenie
podl'a kľutosti
slabá

slabá

slabá

stľedná

slabá - stľedná

slabá

slabá

Vplyv na zvieľa

Kľátkodobý miemy stľes

Kľátkodobý mieľny stľes

obmedzenie približne na 1 min.,
miemy stres, bolesť slabá
obmedzenie pľibliŽne na 1 min.,
miemy stľes, bolesť slabá
slabá až stľedná bolesť
48 hodín - maximálnel4 dní
Kĺátkodobý mieľny stres

Chaľakteľistika postupu

Yáženie zvierut
Značenie zvierat
Jednoľazová
testovanej látky

i.v. aplikácia

opakovaná i.v. aplikácia testovanej
látky v pľed-štúdii

Možná systémová ľeakcia
Celková doba pozoľovania
Usmľtenie cervikálnou dislokáciou

skúšky stľednábáslakľutostihodnotenieCelkové
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Príloha 6

Reduction _ počty zvierut v pokuse sú pľimeľané, ľedukované v maximálnej miere tak, aby sa
nemohla ovplyvniť validita pokusu; pokus sa vykoná len na samiciach, ktoľé sú povaŽované
za citlivej šie pohlavie
Replacement _ Možnost'náhľady testami in vitro
Test štúdie toxicity na zvieratách sa nedá nahľadiť alteľnatívnymi metódami in vitro zdôvodu
potľeby ľeakcie živého organizmu na podanie látky a jeho systémové pôsobenie.

Spätné posúdenie pľojektu
Keďže pokus je hodnotený ako slabý až stredne kľutý, nie je potľebné spätné posúdenie
pľojektu.
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Príloha č.2

Netechnické zhľnutie pľojektu

Názov pľojektu: Neuľobiologické mechanizmy zodpovedné za fenotyp mánie pri
bipoláľnej poruche

číslo korrania ľozhodnutia o schválení pľojektu: 3;C (; -?a
/

3

Kll'ičové slová v pľojekte:
depľesia, mĺĺnia, stľes, glutamátergický systém, in vivo elektrofyziológia, správanie

Účel projektu:
zák|adný bi omedic ínsky vý skum

Ciel'pľojektu:
Bipoláľna porucha je závažĺá psychiatrická porucha charakteizovaná stľiedaním mánie,

hypománie, depľesie a zmiešaných afektívnych stavov. V pľedkladanom pľojekte budeme

skúmať neuľobiologické mechanizmy zodpovedné za fenotyp mĺĺnie. Dôraz bude kladený

pľedovšetkým na úlohu glutamátergickej tľansmisie v pľefrontálnej kôľe a dráhe pľefrontálna

kôľa-stľiatum-lateľálna habenula. Na tento účel sa budú využívať dva špeciálne animálne

modely, a to knockout potkany pre serotonínový transpoľtér (5-HTT Ko) a dopamínový

transpoľtér (DAT Ko). Tieto potkany vykazujú protikladné behaviorálne symptómY, čo

umožní odkľý' rozdiely v neuľobiologickom podklade depresívneho a manického fenotypu.

Cieľom projektu je pľostľedníctvom in vivo elektľofyziológie zistiť ako stimulácia
pľefľontálnej kôry ovplyvňuj e neuľonálny,,flľing" v habenule.

Pľínos z vykonaného pľojektu:
Jedná sa o základný výskum, ktoľý môže bŕ následne využitý v klinickej praxi. Pľojekt

poskytne pľostľedníctvom integrácie elektrofyziologických' neurochemických

a behavioľálnych prístupov dôkaz o existencii glutamátergických mechanizmov, ktoré môŽu

byt' podkladom mánie. Rozšírenie poznatkov o neuľobiologickom podklade prešmyku

z depľesie do mánie pľispeje k novým možnostiam faľmakoteľapie bipolámej poruchy.

Počet a druh použifých wieratz
V projekte bude použitých 280 jedincov potkana Rattus norvegicus na obdobie 3 rokov.

Použité budú samce a samice 5-HTT Ko a ich WT, DAT Ko a ich WT ako aj Wistaľ

potkany vo veku 4-7 týžďŤnv.

Pľedpokladaný nepriaznivý vptyv/ujma na použité nĺieratá v ľámci vykonávania
pľojektu:
Zvierutá až do zaéatia experimentálneho postupu nebudú vystavené žíadnym nepľiaznivým

vplyvom. Pred in vivo elektľofyziologickým meľaním budú zvieratá uvedené do celkovej

anestézie. Po ukončení meľaní budú usmľtené podaním nadmeľného množstva anestetika.

V oboch experimentálnych štúdiách budú zvieľatá testované v odlišných behavioľálnych
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paradigmách. Testy môžu u zvierat vyvolať krátkodobú úzkosť a stres, nakol'ko sú
vykonávané v arénach s istým stupňom aveľzívnosti (nové prostredie, otvorený priestoľ,
jemné osvetlenie). V pľípade testu sacharózovej preferencie, ktorá nebude obnášať depriváciu
vody a pľenos zvieraťa do novej klietky neočakávame vyvolanie nepľiaznivého stavu

v podobe smädu, alebo inej ujmy. KďŽdé zvieru bude vystavené iba dvom behavioľálnym
testom na zabránenie kumulatívnosti stresu. V 2. experimentálnej štúdii bude časť zvieľat (8
jedincov /skupina) vystavená stresovému podnetu, na zhodnotenie neuľoendokľinnej

odpovede počas stľesovej záťaŽe. Ako stresový podnet bude pouŽitý model obmedzenia
pohybu zvieĺaťa v trvaní 2hodín, ktoý predstavuje prevažĺe psychický stľesový podnet, pri

ktoľom sa zvieľatá umiestnia do špeciálnych pľiehľadných hypokinetických klietok v tvaľe

valca, ktoré znemožnia pohyb zvieraťa, ale nespôsobia bolesť. Zvierutá budú po tomto
podnete dekapitované súčasne s kontrolnými jedincami.

Predpokladaná úľoveň krutosti:
Podľa pľílohy č.4 k nariadeniu vlády Slovenskej republiky č.37712012 Z.z. k|asiťlkujeme
krutosť jednotlivých postupov nasledovne:

Uplatňovanie zásad "3R'':

Nahľadenie zvieľat:
Hlodavce v tomto štádiu experimentov nie je moŽné nahradiť bunkovými kultúľami, ani
nižším druhom živočíchov. V biomedicínskom výskume, ľovnako teda aj výskume bipolárnej
poľuchy, je zatiaľ pouŽitie laboľatórneho potkana nevyhnutné a nenahľaditeľné. V pľojekte
budú sledované komplexné behavioľálne ukazovatele, preto je nevyhnutné pracovať
s potkanom laboratóľnym.

2

Kľutost'
postupov v 2.

exp.štúdii (počet
zvieľat 160)

Slabá

Slabá

Slabá

Stľedná (pre 80
potkanov)

Stredná

Kľutost'
postupov v 1. exp.

štúdii (počet zvierat
110)

Slabá

Slabá

Slabá

Slabá

Bez možnosti
zotavenia

Slabá

Pilotná štúdia

(počet zľieľat l0)

Slabá

Slabá

I}ez možnosti
zoĺavenia

Slabá

Postup

Váženie

Test otvoľeného polä

Test vyvýšeného plus. bludiska

i.p. aplikácia anestetika

In vivo elektľofuziológia

Test sachaľózovej prefeľencie

Test sociability

Model obmedzenia pohybu

Celkovä klasifikácia.



Redukcia počtu zvierat;
V postupoch je zabezpečený optimálny počet experimentálnych zvierat na zák\aďe ana|ýzy
štatistickej sily. Maximálna využiteľnosť a výaŽenosť bude zabezpečená tým, Že
optimalizujeme počet meraní a maximalizujeme počet odobraných vzoľiek na sledovanie
behaviorálnych, fyziologických, a biochemických parametľov. Znižovanie počtov by
ovplyvnilo validitu dosiahnutých výsledkov.

Zjemnenie:
Zvierutá budú drŽané v skupinách umoŽňujúcich prirodzené sociálne spľávanie so stálym
pľísunom potľavy a pitnej vody. Hodinu pred behaviorálnym testovaním budú zvieľatá
pľeloŽené do testovacej miestnosti na aklimatizaciu na nové prostľedie. Každé zvieľa bude
vystavené iba dvom behavioľálnym testom na zúránenie kumulatívnosti stresu.

Elektľofyziologické meľania budú pľebiehať v celkovej anestézii, aby nedochádzalo
k zbytočnému utrpeniu, spôsobovaniu bolesti alebo zbytočného stresu, po skončení meľaní
budú usmrtené. Na projekte sa budú podieľať len skúsení pracovníci vyškolení na pľácu
s laboľatórnymi zvierutami. V priebehu postupov bude všetkým zvieratŕtm venovaná
štandardná veterináľna starostlivosť. V prípade pľekľočenia skóre humane endpoints' po
dohode s veterináľnym lekárom, budú choľé zvieĺatá z pokusu vyradené a humĺánne usmľtené
letálnou dávkou anestetika.

Projekt bude podliehať opätovnému schvaľovaniu: áno
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PríIoha 2
Netechnické zh ľnutie pľojektu

Názov pľojektu: Neuľogenéza a cirkadiánny ľytmus

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: 36 ?3/ ĺo1 - ?? ,/' 3
Kllĺčové slová v pľojekte ( max 5 slov): nové neuróny' spev' mozog,spíávanie

Účel pľojektu-: Základný výskum
Tľanslačný alebo aplikovaný výskum
Regulačné metódy s rutinným používaním (OECD, Výnos MH SR 2l2O05 Z. z)
ochľana životného pľostľedia v záujme zdraviaalebo welfaľe l'udí alebo zvieľat
ochľana dľuhov
Vysokoškolské vzdelávanie, odboľné vzdelávanie
Zakladanie kolónií geneticky zmenených zyierat bez ich d'alšieho pouŽívania
v postupoch

Ak je iný účelprojektu, uvedie sa aký

opísat' ciele projektu:
o Popísať efektivitu značkovačov a ciľkadiánny ľytmus neuľogenézy spevavcovo Zistiť, či existuje vďah medzi intenzitou neuľogenézy a vaľiabilitou spevu u ľôznych dľuhov

spevavcov

Pľínos z vykonaného pľojektu (napľ. akýje prínos pľe vedu, ľudstvo, zvieratá)

Štĺoium mechanizmov neuľogené zy atiežliečebných postupov vedúcich k zlepšeniu neuronálnej obnovy
po poškodení mozgu bolo aje venované intenzívne úsilie vedcov. Faktoĺom ovplyvňujúcim neuľogenézu
sa zdá byt' aj ciľkadiánny rytmus, tj. časovač s pľibliŽne 24 h peľiódou, ktoý ovplyvňuje ľôzne
fyziologické pľocesy. V pľojekte popíšeme cirkadiánny rytmus neuľogenézy u spevavcov. Tie sú vhodnou
altematívou a doplnkoqým modelom ku laboratórnym hlodavcom. Spevavce zdiel'ajÚs človekom viaceľo
znakov, vľátane migrácie nových neuľónov alebo učenia sa vokalizovať (spev vtákov, reč človeka)'
Prínosom tejto práce bude poznanie amplitúdy a periódy ciľkadiánneho rytmu neuľogenézy u tejto skupiny
Živočíchov a bližšia charakteňzilcia účinnosti látok pouŽívajúcich sa pľe označenie novovznikajúcich
buniek. Nové neuľóny by mohli spôsobovať ľôznorodosť v správaní, čo však bolo popísané len u vel'mi
limitovaného počtu dľuhov. V tejto štúdii zistíme, či má intenzita neurogenézy súvis so správaním
u väčšieho počtu druhovo čím by sme potvľdili, Že sajedná o všeobecnú vlastnosť v živočíšnej ľíši.

Dľuhy použifých zvierat a ich pľedbežné počty:

zebrička čeľvenozobá (Taeniopygia guttata), lOI
ryžovník siý (Lonchura oryzivora), 20
astľilda vlnkovaná (Estrilda as trild), 20
amandava bodkovaná (Amandava amandava), 20
mníška muškátová (Lonchura punctulata), 20
batilda trstinová (Neochmia rulicauda), 20
mníška stľiebrozobk a (Euodi c e m al ab ar ic a), 20
pestúnka j ap onská (Lonchur a s t r i at a v ar. d om e s t i c a), 9



kanáľik diý (Serinus canaria),24

Pľedpoktadaný nepriaznivý vplyv/ujma na použité zvieratá v ľámci vykonávania pľojektu:

Mesačná izoláciavo zvukotesných boxoch by mohla mať nepľiaznivý vplyv na psychiku.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti:

Zvieratá budú vážené, odoberaná im bude kľv, značkovače neuľogenézy budú podávané do

pľsného svalu. Vo zvukotesných boxoch budú zvieratá najviac mesiac. Usmrtené brrdú letálnou

dávkou anestetika alebo dekapitáciou. Tieto postupy sa klasifikujú ako ,,slabo kľuté", ,,stredne

kľuté" alebo ,,bez možnosti zotavenia'o.

Uplatňovanie zásad 3R

1. Nahľadenie zvierat:

(Zdôvodnenie pouŽitia zvierut v pľojekte, zdôvodnenie pľečo sa nemôže pouŽiť alteľnatívna
metóda bez použiti a zvierat)

KeďŽe pokus je pľimárne zameÍaný na sledovanie tvoľby neuľónov a poľovnanie tvorby
a včleňovania nových neurónov do mozgových oblastí v súvislosti so správaním, nie je možné
ľealizovať pokus na bunkových kultúrach. Alteľnatívne nahľadenie vtáčieho modelu niŽšími
stavovcami alebo cicavcami tieŽ nie je možné, nakoľko tieto skupiny nemajú schopnosť naučenej

vokálnej komunikácie.

2. Redukcia počtu zvierat

(Zdôvodnenie použitia určeného počtu zvieľat, akým spôsobom sa použije ľedukcia, objasnenie

toho, že sa použil minimálny možný počet zvieľat)

Počty zvierut sú minimalizované na najmenšiu možnú hranicu, aby mali získané údaje

akceptovatel'nú výpovednú hodnotu a aby bolo možné ich štatisticky vyhodnotiť.

3. Zjemnenie:

(Vysvetliť výber použitých druhov zvierat, zdôvodnenie použitia zvietaťa, objasnenie spôsobu
ako sa minimalizuje stres, utrpenie abolesť zvierat vpľiebehu vykonávania postupu tak, aby sa
dosiahli vedecké ciele pľojektu)

Zebľiéka červenozobá a aj pestúnka japonská sú v posledných rokoch výhodné pľi štúdiu
naučenej vokálnej komunikácie kvôli vel'kosti, ľýchlemu dospievaniu a ľozmnoŽovaniu v zajati,
typu naučenej piesne, a tieŽ kvôli tomu, že sú u nich qýboľne popísané mozgové okľuhy
kontrolujúce spev. Ich použitie v expeľimentoch je pľeto jasnou výhodou v poľovnaní s použitím



iných dľuhov učiacich sa vokálne komunikovať, ako sú vel'ľyby alebo papagáje (hlodavce túto
schopnosť nemajú). ostatné pouŽité druhy spevavcov sa vyskýujú Vo fyziologických
a etologických štúdiách, sú dostupné pľe kúpu a vhodné pľe dľžanie v zajati.Ich vel'kosť je tieŽ
podobná. Pľeto ich povaŽujeme za vhodné pre naše expeľimenty. Zjemnenie počas samotného
pokusu bude spočívať v obohatení pľostľedia, kde zvieratá budú mať k dispozícii bidielka a
hračky. Vodu a potľavu budú mať k dispozícii ad libitum. Budú chované v štandardných
podmienkach. Pred transkaľdiálnou peľfilziou bude zvieratäm podaná letálna dávka izofluľánu,
čím sa minimalizuje ich utrpenie na najniŽšiu možnú mieľu.

Pľojekt bude podliehať opätovnému schvaľovaniu: áno nie
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Názov projektu:

BIoMARKERY PAToMEcHANtzMov V sTARN UTí n spnevÁozruÚclcľl ocHoREN IAcH

Kľúčové slová: starnutie, biomarkery, patomechanizmus, metabolický syndróm

Účel projektu: Základný výskum
V súčasnosti čelí svetová populácia fenoménu predlžovania oížt<y života, ktorý je spojený najmä s
rozvojom modernej spoločnosti, ale aj s pokrokom v liečbe mnohých patológií. Podľa odhadov Svetovej
zdravotníckej organizácie v roku 2050 počet lfudí starších ako 60 rokov presĺahne 20 % svetovej
populácie ĺWHo. World Report on Ageing ond Heolth. Wortd Heal' orgon. 7_246 (2015)!. Na druhej
strane starnutie samé o sebe je rizikovým faktorom pre rozvoj ochorení ako sú rakovina,
neurodegeneratívne a metabolické ochorenia. Hoci sa v posledných dekádach problému starnutia
intenzívne venuje farmakoIogický výskum, toxikológia starnutia je stále dosť podceňovaná.
Predpokladá sa, že fyziologické starnutie je významne determinované vplyvmi prostredia. Tieto
environmentálne faktory, ktoré urýchľujú proces molekulárneho starnutia bolijednotne označené ako
'gerontogény' [Sorrentino, Trends Mol Med, 2ol4l.

a)Ciele projektu

V našom projekte sa zameriame na profilovanie sérových glykánov v zvieracom modeli epigeneticky
programovanej metabolickej poruchy ako aj sledovanie zmien glykoprofilu vplyvom celulárnej
senescencie v in vitro podmienkach' Zamerĺame sa tiež na štúdium molekulových mechanizmov
ochranného účinku perspektívnych látok. Tieto budú v modeli in vivoskúmané aj z hľadiska modulácie
depresívnej poruchy častej u pacientov s MetS. Projekt môže vygenerovať nové poznatky, ktoré
poslúžia ako k poznaniu mechanĺzmov v metabolických ochorení spojených s vekom a V samotnom
starnutí, tak aj k vývoju nových glykobiomarkerov. Projekt je vysoko aktuálny, rozvíja menej známe
oblasti toxikológie (horméza, gerontogény), má multidisciplinárny a integračný charakter, spája
expertov z odborov biochémia, bunková biológia, bunková farmakológia, neurofarmakológia,
toxikológia, glyko-biológia, molekulárna biológia, analytická chémia so špecĺalizáciou na štruktúrnu
analýzu glykánov.

a Na in vivo úrovni vyhodnotíme vplyv parentálnej vysokotukovej diéty (pHFD) na vývoj
kardĺometabolických parametrov a celkové prežívanie potomstva (prvá generácĺa, F1), a zároveň
vyhodnotíme profĺlovanie sérových glykánov.
Na ln viyo úrovni vyhodnotíme vplyv parentálnej HFD na vývoj behaviorálnych porúch, zmeny
bĺochemických a molekulárnych parametrov mozgu v F1generácĺi.

Počet a druh použitých zvierat
Potkany kmeňa Sprague Dawley
60 samíc,30 samcov,480 mtád'at (ak porodí40 samĺc a budú mať priemerne 12 mtódbt)
Predpokladaný nepriaznivý vplyv/ujma na použité zvieratá v rámci vykonávaného postupu

a
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Počas postupu sa bude so zvieratami zaobchádzať šertne v súlade so zásadami 3R s minimálnou ujmou
počas vystavenia vysokotukovej diéte. Upravená strava nevyvoláva u zvierat diskomfort. Celkový
zdravotný stav potkanov bude sledovaný podl'a kritérií human end points, aby sa zabránilo bolesti a

utrpeniu zvierat. odber krvi z retroorbitálneho plexu v zoletil/xylazínovej narkóze nespôsobuje
zvieratám ujmu, po prebratí sa z narkózy môžu zvieratá pociťovať mierny diskomfort, avšak z praxe
vieme, že veľmi rýchlo regenerujú. V predchádzajúcĺch postupoch s vysokotukovou diétou počas 8
týždňov neboli zaznamenané žiadne komplikácie, ujma alebo úhyn zvierat. Pri behaviorálnych testoch
sa bude postupovať podľa zaužívaných protokolov. FST môže mať miernu újmu, nakoľko potkany
nebudú mať možnosť uniknúť z valca napusteného vodou, avšak tento test bude jednorazový
a budeme sa snažiť obnovĺť komfort zvierat hned'po teste.

Predpokladaná úroveň krutosti: stredná
o Handlĺng potkanov L0 min/5 ks-vanica/deň, t.j. navykanie zvierat na manipuláciu pred

meraním tlaku krvĺ, potkany dobre znášajú handling - slabá krutosť
o Váženie zvierat 1x do týždňa, potkany dobre znášajú váženie - slabá krutosť
r Neinvazívne meranie tlaku krvi, potkany dobre znášajú manipuláciu pri neinvazívnom meraní

tlaku krvi manžetou na chvoste _ slabá krutosť
o odber krvi z retroorbitálneho plexu v anestézii (zoletil 2img/kg + xylazín 16 mg/kg živej

hmotnosti), potkany po prebratí z narkozy môžu pocĺťovať mĺernu bolesť po odbere krvi a budú
pozorované aj na nasledujúci deň po odbere - stredná krutosť

o Vysokotuková diéta sa považuje za slabá krutosť
o Prežívanie {možne komplikácie s obezitou) - stredná krutosť

Behaviorálne testy:

Test motorickej aktivĺty a explorácĺe V otvorenom poli _ slabá krutosť
Učenie aktívnym vyhýbaním - stredná krutosť
Porsoltov test núteného plávania - stredná krutosť
Test preferencie sacharózy - slabá krutosť
Bludisko V tvare Y - slabá krutosť
Morrisovo vodné bludisko (MWM) - stredná krutosť

b)Súlad s požĺadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia (3R)

Nahradenie (Replacement)

V súčasnej dobe neexĺstuje validovaná vedecky akceptovateľná alternatívna metóda na štúdĺum
dyslipidémĺe, hypertenzĺe, zmenenej tepovej frekvencie, hyperglykémĺe a vplyvu na kognitívne
schopnosti, ktorá by nahradila klasický in vivo prístup na zvieratách. Počítačové simulácie nie sú v
tomto prípade vhodným alternatívnym spôsobom, podobne ako in vitro pokusy, kedže na bunkových
kultúrach nie je moŽné relevantne posúdiť distrĺbúciu génovej expresie ani aktivĺtu enzýmov. Rovnako
nie je možné zhodnotiť komplexné deje akýmĺ sú poruchy čĺnnosti srdca, ciev a mozgu v dôsledku
metabolického syndrómu na vyššie uvedené parametre nie je možné dosiahnuť bez použitia zvierat a
testovania na celistvom organĺzme.
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Obmedzenie (Reduction)

Na dosiahnutie cieľov projektu sa plánuje použiť najnižší možný počet zvierat potrebný pre štatistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Preto je potrebné v experimentoch použĺť v
jednotlivých skupinách ].0 ks zvierat. Počas plánovaného obdobia sa za 4 roky predpokladá použitie
60 samíc, 30 samcov, 480 mIád'at (ak porodí40 samíc o budú mať priemerne 72 mtód'at)potkanov.

Zjemnenie (Refinement)

Starostlivosti o zvieratá ako i manipulácii s nimĺ sa bude venovať veľká pozornosť. Zvieratá budú
ošetrované skúsenými pracovníkmi a budú pod neustálym dohľadom pracovníkov zodpovedných za
projekt. Pri všetkých postupoch sa bude manipulovať so zvieratami ohľaduplne, pred meraním tlaku
krvĺbudú niekol'ko dnívopred handlované aby kľudne znášali neinvazívne meranie, pri behaviorálnych
testoch sa budeme snažiť obnoviť komfort zvierat hned'ako bude možné. V prípade vodných testov
(vodné bludisko, Porsoltov test) po ukončenítestu budú zvĺeratá jemne osušené bavlnenou handrou a
dané pod infračervenú lampu a nakoniec vložené do domovskej klietky. V prípade zhoršenia
zdravotného stavu sa potkany v postupe humánne usmrtia predčasne ak by vykazovali príznaky
ochorenia uvedené v human endpoints, aby sa zabránilo ich utrpeniu a bolesti.
Postupy používané pri odberoch krvi majú nízku úroveň z hľadiska spôsobenej bolesti a stresu a budú
vykonávané skúseným pracovníkom s dlhoročnou praxou. Budú vykonané opatrenia _ handling zvierat
na zníženie stresu pri meraní krvného tlaku neĺnvazívnou tail-cuff metódou. Diéta je pre potkany
chuťovo prijateľná. Zvieratá budú držané v skupinách umožňujúcich prirodzené sociálne správanie so
stálym prísunom potravy a pitnej vody, klietky budú obohatené o plastové tunely umožňujúce
preliezanie a hru. Počas celého postupu sa so zvieratamĺ manipuluje jemne, aby nepociťovalĺ strach
alebo bolesť. V prípade náhleho zhoršenia zdravotného stavu by sa potkanom podalo napr.
registrované analgetikum Novasul (500mg/ml; max. 0,1 ml/ 450g potkan),

Nevyžaduje sa spätné posúdenie projektu.
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č.t. Ro-sg 52t1g-22lt3

ŠľÁľľĺ vETERINÁnľĺ A PoTRAvlľovÁ spnÁvĺ
SLOVENSKEJ REPUBLIKY
BotanicktÍ 17, 842 13 Bratislava

V Bľatislave dňa: 25.lt.2019

ROZHODNUTIE

Štátna veteľiniíma a potľavinová spľáva SR ako oľgán štátnej správy vo veteľináľnej oblasti na
základe $ 6 ods. 2 písm. i) bod 2 zákona č. 3912007 Z. z. ó vôterinámej staľostlivosti v zneni
neskoľších pľedpisov a naľiadenia vlády sP.č.377l2OI2 Z. z.,ktoýmsa ústanovujú poŽiadavky
na ochľanu zvieľat používaných na vedecké alebo vzdelávacie účely (ďalej len ,,nariadeniL
vlády") a vyhlášky MPRV SR č. 43612012 Z. z., ktoľou sa ustanovují podrobnosti na ochľanu
zuierut pouŽívaných na vedecké alebo vzdelávacie účely ( ďalej len-,, vyhláškď,) a podľa $ 46
zélkonač.7111967 Zb. o spľávnom konaní v znenineskoľších piedpisov

schvalouje

žiadateľovi: Univezita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekárska fakulta v Martine,
Malá Hoľa 1070114/r,03601 Maľtin
pte zariadenie : Ústav lekáľskej biofyziky UK JLF v Martineo Malá Hoľa 4,03601 Maľtin
čislo schválenia pokusného zariadenia SK U 15016
ICO:00397865
Zástupca zaľiadenia užívatel'a: prof. MUDr. Ján Jakuš, DrSc.,

vykonanie pľojektu:
Kooľdinácia obranných mechanizmov respiľačného traktu a kaľdioľespiľačných funkcií
u experimentálnych nlierat

Teľmín na vykonanie projektu: od 01.01.2020 do 3l.12.2022

osoba opnívnená predkladať pľojekt: doc. RN[Dľ. Michal Šimeľa, PhD., č.o. 1819/2015
osoba zodpovedná za starostlivost' o zvierutáa dobľé Životné podmienky zvietat. doc. RNDr.
Maľiana Brozmanová, PhD., pľof. MUDľ. Ján Jakuš, DľSc.,
osoba zodpovedná za celkovi realizáciuprojektu a za stúadpľojektu so schválením projektu:.
doc. RNDľ. Ivan Poliaček, PhD-.: _ zodpovedný zasúlad pľojeŕtu.o schválením p'ói.ŕtu
doc. RNDľ. Michal Šimeľa, PhD.' č,.o, l8l9t2015 _ zodpovedný riešiteľ pľódkĺadaneho
projektu,

Zmluvný veterinárny lekar: MVDľ. Tomáš Sheer

na účel:
základný výskum podľa nariadenia vlády 377l2OI2 Z.z.

na druhďchovnej línii/maximálnom počte pokusných zvierat:
mačka domácďsamce, samice/48 jedincov
kÍálik domáci/novozélandský, samce/samice/48 jedincov



Nahľaditel'nost' _ nie je možné nahľadiť simulačným systémom variabilitu ajedinečnosť
živého oľganizmu. Mačka, králik a morča sú vhodné modely vyuŽívajúce sa na študium
obľanných ľeflexov dýchacích ciest a sú z hl'adiska aplikovateľnosti ziskaných výsledkov
najvhodnejšie.
Redukcia - počty zvierat sú optimálne na dosiahnutie ľeprodukovateľnosti, validity
a objektivity získaných výsledkov. V priebehu stanoveného obdobia sa vykoná 6 séľií postupov
počas 3 ľokov. Postupy budú vykonané na malom počte zvieratmin. 6 jedincov. V jeänej seľii
sa použije 6-8 jedincov. Znižovanie počtu zvierut sa zabezpeči aj využitím počítačóvého
modelovania a v planovaní ak je to aplikovatel'né.na jednom ,ri"rati sa vyĹoná viacero
postupov počas jeho anestézy. Výsledky sa budú priebežne hodnotiť. VyuŽijú sa kontľoln e dáta
z predchád zajucich po stupov.
Zjemnenie _ v priebehu pľojektu sa budú vykonávať invazivne zél<roky na anestezovaných
zvierutách. Zvieratá budú v kaľanténe pod dennou zdľavotnou kontľolou. Počas anestézy, pľi
výkone pľojektu budú zvieľatá monitorované. V pľípade potľeby je možné zviera napojiť na
respiračnú podporu. stabilná teplota je udrŽiavaná pomocou homeotermickej poápo'y.
Stimulácia bolestivých stavov je eleminovaná aplikácioulokálneho anestetika. ľ-ó'uiy cieľ je
dosiahnutie relevantných qýsledkov, na čo najnižšom počte zvieľat v ľámci zachovania všetký;h záúd
3R.

Cieľom pľojektu brrde študovď zmeny kardioľespiľačných paľametrov a obľanných reflexov
dýchacích ciest spôsobené moduláciou neurónóv v oblasti pontínnej respiračrrej skupiny
mozgového kmeňa. Žiadateľ popísal ešte 3 ciele, ktoré sa budú plniť pódľa popisu u zĺuabrti.
Postupy sa budú prednostne vykonávať na mačkách, iba v piĺpaaó nedostátoeného počtu
kvalitných výsledkov sa prechádzanakcálika a morča. Každý po"zĺt1i druh má svoje beŕefity.
Pokiaľ sa dosiahne želaĺý cieľ najednom druhu, iný druh sa nebude ani nakupovať -Vzhľadom
na komplexnosť pľojektu a inú vyvolateľnosť ľeflexov, bude niečo iné skúmať na mačkách
(pľípadne IBA na mačkách) alebo na králikoch (prípadne IBA na králikoch). Projekt postupu
bude vykonaný v celkovej anestéze' počas ktorej sá budĺ monitorovať vseú<y pu.u*ótr. uko
dych, tlak, saturácia kľvi, teplota tela. Počas celej doby anestézy budú zvieľatá poo kontľolou.
Projekt sa bude vykonávat' podľa schémy určenej v žiadosti. V každom .oiu ,u vykoná
pľedpísaná séria postupov. Najhlavnejšie postupy budú : pľíprava zvierat na expeľiment,
pľepaľácia svalov, zavedenie kanyly, intubácia,mikľoinjikovanie do vybranýcň oblastí
mozgového kmeňa, do pontínnej respiračnej skupiny mozgového kmeňa' stimulácia
perifernych nervov alebo ich blokovanie. Reflexné odpoveáe zvierat budú vyvolané
mechanicky a chemicky vrátane aplikácie iritantov na pov'"ň sliznice alebo aeľosolom. Počas
jedného dňa sa postup vykonáva iba na 1 jedincovi . Žiadateľ vypľacoval human end point,
podľa ktoľého hodnotí zdtavotný stav zvieraťa vanestézii. Éo ukončení vykonávania
pľedpísaných analýz budú zvieľatá humĺánne usmľtené v anestéze
Projekt bude vykonávaný v súlade s rozhodnutím o schválení pľojektu č. 3852llg-22ll3

Odôvodnenie:
Toto ľozhodnutie sa vydáva schválenému zariadeniu uŽívateľa č. SK U 15016 na základe
žiadosti o schválenie projektu doručenej na ŠVPS SR dňa 07.lO.20Ig. Švps SR pľeposlala
projekt čelnom poradného orgánu na zhodnotenie. Počas hodnotiaceho p.oó.ru bolo
vznesených viaceľo pripomienok. Z toho dôvodu Švps SR vyzvala žiadateľana odstránenie
nedostatkov a rozhodnutím č.k. 3852119-221/2 prerušila spnívne konanie. Žiadateľ doručil
opravenú Žiadosť a doplnenú o požadované údaje dŤn 22.11.zolg. Na základe toho poľadný
oľgán vydal súhlasné stanovisko na jeho schválenie. Švps SR posúdila Žiadosť o schválenie
projektu na základe stanoviska poľadného oľgánu hlavného veteľinarneho lekaľa SR a
pľedložených údajov v oblasti návľhu pľojektu, netechnického zhľnutia pľojektu, obsahových



Príloha č. 2 :

Netechnické zhľnutie pľojektu podl'a $ 40 Naľiadenia vlády sR č. 377t2012 Z.z.

Názov projektu: 3+c6 
f 

,|4 - !-2, l 
3

Efekt a biodegľadácia antiadhezívneho filmu s ľôznym obsahom natívneho hyaluronanu
a jeho deľivátu na modeli poopeľačných adhézií u potkanov

Klnúčové slová v projekte: zvierací model adhézie,natívny hyaluľonan, derivát hyaluľonanu

a) Infoľmácie o ciel'och pľojektu vľátane pľedpokladanej ujmy a pľínosu, počte
a typoch zlĺierat,

Cieľom projektu bude zistiť efekt a biodegľadáciu filmu z natívneho hyaluľonanu ijeho
deľivátu pľi ľôznom mnoŽstve |átky, hrúbky, hydrofobicite pľe profylakticĹĺ ľ.ebu adhézie
na štandaľdnom zvieľacom modeli poopeľačných zľastov potkanov.
Potkany sa podrobia opeľácii v celkovej i lokálnej anestézii. Poopeľačný stav a doba
pozoľovania 14. resp. 28 dní sú optimálne pľi eliminácii nepľiaznivýóh vptývov na zdtavie
zvierat denným podávaním analgetika.
Pľedpokladélme, že ujma na použitých zvieratáchbude v prvých troch dňoch po operácii, kedy
sa uskutoční pľoces hojenia vnútorného poľanenia ainciznej rany na toii. lrĺoze nastať
kľátkodobé zniženie príjmu kľmiva po odznení účinkov anestézie. Počas všethých úkonov sa
bude eliminovat' stľes a utľpenie celkovým znecitlivením pľi opeľácii a dénnej aplikácii
analgetík. Z hl'adiska budúceho využitia zdravotneho pľóstľiebku v brušnej 

-d.'tin. 
po

chirurgických zákľokoch u človeka prínos pľojektu výrazne prevyšuje ujmu u
expeľimentálnych zv ierut.
očakávaným prínosom pĺojektu bude pokĺačovanie vo vývoji apríprave aplikačných foriem
zdľavotníckeho pľostriedku vyuŽiteľného v profylaxii vzniku poôpôračnycir zľastov u ľudí s
poškodením vnútľobrušného tkaniva vplyvom opeľačných zásahov.
V projekte sa pouŽije celkom 220 zvieĺat (dospelých laboratómych potkanov' samcov' kmeňa
Wistaľ).
Expeľimentálny model u potkanov sa vyvolá operáciou. Po druhom' ľesp. štvľtom týŽdni sa
budú sledovat' symptómy adhezívnych zmien vplyvom ľôznych foriern testovanój látky.
Zvlerutéĺn bude počas celého experimentu (14, résp. 28 dní) podávané každý deň-krmivo
a pitná voda ad libitum.
p-el\9yo v postupe budú vykonávané práce na zvieratách pľi stľednej úľovni krutosti podľa
klasifi kácie krutosti postupov :

Váženie zvierat- slabá
Jednorázová aplikácia anestetika i.m., s.c. aplikácia lokálneho anestetika - slabá
Aplikácia anestézie, analgetík, ATB i.m._ opakovane - stľedná
opeľačné zél<roky sa vykonajú v celkovej anestézii - stredná
Pľežívanie zvierutpo operácii - stredná
Poopeľačny stav - stľedná
Vybeľanie stehov po zĺĺkľoku vykonaný nazvierutách v anestézii - stľedná
Individuálne umiestneĺie po opeľácii a počas celého pľojektu za 14,ľesp. 28 dni v
priehľadných klietkach _ stredná
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odbeľ krvizpodchvostovej žily (l kvapka) v čiastočnej anestézii - stredná.

b) Preukázanie súladu s požiadavkou nahľadenia, obmedzenia a zjemnenia

Zásada nahľadenia žiých zvierat (ľeplacement)

Animálny model adhézie sa štandaľdne pouŽíva pľi sledovaní účinkov potenciálnych látok
ovplyvňujúcich adhézie vnútľobrušného pľostľedia. V medzináľodných databazach1Écvev,
NC3R, ATLA) sa zisťovali alteľnatívne metódy, ktoré by nahradili použitie experimentálnych
zvierat. V súčasnej dobe neexistuje validovaná alteľnatívna metóda testovania látok
s antiadhezívnymi vlastnosťami prípravkov použiteľných v medicíne u Živých oľganizmov.
Potkan laboratómy je_ systematicky najnižšiJpostavený druh vhodný pr. po*d.nie účinkov
zdľavotníckeho pľoduktu v mieste jeho podaniä.

Zósada obmedzenia počtu zvierat (reduction)

Pľojekt je plánovaný s minimálnym počtom experimentálnych potkanov tak, aby nebol
9hľo-zeny cieľ projektu a bola zabezpečená repľodukovateľnosi i validita postupu pre
biochemické, hematologické, makľoskopicko-moľfologické, histologicke ini|yry, testovanie
biodegľadability, ako aj ich štatistické vyhodnotenió. Zvieruta uuoĺ samčieho pohlavia,
rovnakého veku, resq. !1|tnosti, aby sa zabránilo vysokému ľozptylu nameľaných hodnôt
1 

tým štatisticky nesignifikantn;ým výsledkom. Z dôvodu šetrenia zvierat nebudú zaradené
kontrolné zvieratá v 28-dňovom postupe, keďže výsledky budtl známe zo 14 dňového
sledovania a nie je potľebné ich zaľaďovať do ďalšej štúdi;. Takisto sa nepoužije pozitívna
kontľola (Sepľafilm), pretože údaje o tejto látke boli sledované v predchád"4ú.o. projekte.

Zós ada zj emnenia (r efinement)

Zvieratá budú po presune z chovného zariadenia v aklimatizácii. Po dobu 7 dní sa umiestniapo štyľi zvieratá vdostatočne veľkých vaniciach (ľozmeľy 58x37x20cm) zastanoveného
svetelného, tepelného akŕmneho režimu. Po operačnom zásahu sa ustajniíindividuálne 14,resp' 28 dní, aby sa zarledzilo vytrhnutiu steĹov, naľušeniu hojaceho proÁu i prijímaniakľmiva v pľípade napádania slabších jedincov agresívnejšíňi. Na zabľánenie vznikupooperačných zápalouých 

'ľeakcií sa použije antibiotikové krytie počas p*y.ľ' tľoch dní.opeľačné zák'roky budú vykonávané skúsen;ŕm odboľným pľacovníkbm s dinoiočnou praxou.
|olkanľ počas postupu pľežijú výľaznejšj st.es v op..aenom apooperačnom období, ktoýbudeme minimalizovať podaním anesteiík a analgetĺt<. so zvieratami sa bude zaobchádzat,
šetrne aprostredie vanice sa.obohatí predmetmi-na hru aohryzovanie. v|iĺpaoe náhlehozhoršenia zdravotného stavu jedincov óharakteľizovaných v tabuľke human änd points budú
humánne usmľtené. ošetrovatelia budú kontľolovať v prvých dvoch dňoch op.iou*e zvieratá
3-krát denne a v nasledujúcich dňoch 2-l<Íát denne. o h.*á*om usmľtení bude rozhodovať
veterinámy lekáľ na základe informácií od zodpovedných osôb za projekt. Eutanázia savykoná bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii pľedávkovaním anestetík.

Pľojektbudepodliehat'opätovnémuschval'ovaniu: nie
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Netechnické zhľnutie pľojektu:

Názov projektu: ovplyvnenie obľany dýchacieho systému a s tým súvisiacich
kardioľespiľačných parametrov v in vivo experimente

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: sffLf 4q-Čč 4 l3
Kl'účové slová v pľojekte ( max 5 slov): kaľdiovaskuláľny lystém, ľespi1ačný systém, kašľový
ľefl ex, pontínna respiľačná skupina, mikĺoinj ikovanie

Účel pľojektu*: základný výskum

Opísat' ciele pľojektu: 1) Zistiť zmeny kardioľespiračných paľametľov a obranných reflexov
dýchacích ciest spôsobené moduláciou (aktiváciou, inhibíciou, facilitáciou) neuľónov v oblasti
pontínnej ľespiľačnej skupiny mozgového kmeňa.
2) Pľeskúmať koordináciu vyvolaných ľeflexných odpovedí (kašľa, aspiľačného ľeflexu,
prehĺtania a pod') so základnými funkciami obehového a respiľačného systému so zameľaním
na možné pozitívne a negatívne Zmeny v,l vitálnych funkciách vyvolanými indukovanými
dejmi.
3) Preštudovať vplyv spazmodických ľefle;<ných dejov vyvolaných v respiľačnom trakte na
zmenené kaľdiorespiľačné funkcie (apnoe, expeľimentálne indukovaná atytmia a pod.).
4) odhaliť úlohu vybraných periféľnych vstupov ich stimuláciou resp. blokádou, pri modulácii
kardiorespiľačných parametľov a indukovaných refl exov.

Prínos zvykonaného pľojektu: Dosiahne sa ýrazné ľozšíľenie vedomostí o ľegulačných
mechanizmoch kardiovaskulárneho a ľespiľačného systému, obľanných reflexov dýchacích
ciest pľi ich aktivácii peľifeľnymi vstupmi ako aj o modifikovaných funkciách centľálnych
štruktúľ mozgového kmeňa. Stimulácie a zmeny v aktivite aferentných dráh a reflexné
odpovede, vrátane ich modifikácie, umožnia analýzu interakcií týchto dejov za zmenených,
napľ. modelovo patologických podmienoJĺ. Pľedpokladáme uplatnenie ľozličnej modality
stimulácie a redukcie signálu v afeľentných clráhach . Ziskane poznatky bude potenciálne možné
aplikovať pľi niektoľých diagnostických alebo teľapeutických postupoch v klinickej praxi.

Dľuhy použitych zvierat a ich predbežné počty: králik domáci _ 48 jedincov (na celé obdobie
ľiešenia pľojektu), mačka domáca - 48 jedincov (na celé obdobie riešenia pľojektu), moľča
laboľatóľne _ 48 jedincov (na celé obdobie riešenia pľojektu)

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité zvieratá v ľámci vykonávania
pľojektu: Postupy sú vykonávané v štádiu chiruľgickej anestézy. HÍut<a anestézy ako aj vitálne
funkcie (kľvný tlak, dychová fľekvencia, Coz vo vydychovanom vzduchu, satuľácia krvi
kyslíkom a teplota tela) sú nepľetľŽite m,xitoľované. V pľípade potreby je možné zvieru
okamŽite napojiť na respiračnú podporu. Stabilná teplota tela je udľžovaná pomocou
homeoteľmickej jednotky. Stimulácia bolesti je eliminované aplikáciou dostatočného množstva
lokálnych anestetík.

Predpokladaná úroveň kľutosti: Anestézované jedince _bezmožnosti zotavenia



Uplatňovanie zásad 3R

]. Nahradenie zvieraĺ.' Nami vybrané zvieratá (mačka domáca, kľálik domáci amoľča
laboľatóľne) sú využívané v elektľofyziologicom výskume už mnoho desaťľočí. Pľi štúdiu
reflexných odpovedí z respiľačného traktu a ich koopeľácie s inými s ystémami š tudujeme
organizmus ako systémový celok zfyzio|ogického aj patologického hľadiska. Z uvedeného
dôvodu zatiaľ nie je moŽné študovať tieto deje na izolovaných orgánoch, tkanivách alebo
baktéľiách. V súčastnosti je uŽ síce možné využívať počítačové modely a simulačné techniky,
ale to v obmedzenej mieľe a vstupné däta vychádzajú z expeľimentálnych postupov na živých
zvleratách. Mačka domáca príp. kľálik domáci a morča sú z hľadiska aplikovateľnosti
získaných výsledkov v predklinických a klinických disciplínach humánnej medicíny
najvhodnejšie. Nervové mechanizmy, antitusické pôsobenie látok atď. sú najlepšie pľeskúmané
práve u týchto Živočíšnych dľuhov. Výsledky získané z takýchto expeľimentov sú veľmi
hodnotné a akceptované. Použitie lnižších" živočíšnych clruhov ako. myš, potkan a pod. nie je
možné, nakol'ko nemajú vyvinuté niektoľé druhy nami skúmaných reflexných odpovedí (napr.
kašeľ) a experimentálne postupy a manipulácia s týmito dľuhmi sú vel'mi limitované ich
stabilitou, odolnosťou a veľkost'ou.

2. Redukcia počtu zvieľat: Na splnenie stanovených cieľov pľedpokladáme vykonať 6 séľií
postupov v období 3 rokov. Jednotlivé postupy budú vykonané na čo moŽno najniŽšom počte
jedincov tak, aby boli výsledky štatistický ľelevantné. Naše dlhoľočné skúsenosti z výskumu
potvrdzujú, že dojednej expeľimentálnej série je nutné zahrnuť minimálne 6 jedincov
v závislosti od typu experimentu a vaľiat,ility získaných dát. Počet použitých jedincov je
možné efektívne znižovat':1) vykonaním viĺrceľých postupov na jednom zvieratipočas jedného
expeľimentu; 2) pľiebeŽným hodnotením výsledkov so sledovaním úľovne štatistickej
významnosti sledovaných paľametrov; 3) pouŽitím počítačových simulácií predikujúcich
výsledky v experimentoch, 4) vyuŽitím skúseností, postupov a dát (najmä kontrolných) z
pr edchádzajúci ch p o stupov.

3. Zjemnenle.' Počas tľvania postupu sa budeme snaŽiť eliminovať všetky stľesové faktoľy'
Jedinec bude pľemedikovaný diazepamom (i.m) pre zabezpečenie sedatívneho účinku
a hladšieho nástupu anestézie. Celková anes';ézabude navodená i.p podaním anestetika pľiamo
vo zveľinci, čím sa minimalizuje stľes spo.iený s pľepravou na miesto vykonávania postupu.
Počas postupu budeme nepretľžite monitoľovať azaznamenávať všetky vitálne funkcie. Po
ukončení postupu budú zvieľatá humánne usmrtené pľedávkovaním anestetika.



Pľíloha č. 5
Netechnické zh ľnutie projektu

Názov pľojektu: Vplyv pohlavia nazávažnosť prejavov experimentálne vyvolanej astmy

čÍslo konania ľozhodnutia o schválení projektu: 752 s//4 -ČŽ 4/
Kl'účové slová v pľojekte (max. 5 slov): poškodenie pľúc, alergic|ý zápal, zvýšená
reaktivita dýchacích ci est, bronchiálna astma, pr otizáp alová l iečba

Účel pľojektu: Základný vyskum s cieľom zabránenia, prevencie, diagnostiky alebo
liečby choľôb, poškodenia zdravia alebo iných nepľirodzených stavov človeka alebo
zvierat alebo ich účinkov na ľudí alebo zvieľatá.

Infoľmácie o ciel'och projektu:
Cieľom pľojektu je overiť hypotézu, že ochoľenie pľúc môže viesť aj k nežiaducim
zmenám iných orgánov (sľdca, obličiek a pečene), čo môŽe zhoľšiť celkový stav
pacientov. V časti projektu, na ktoľú Žiadame o schválenie navýšenia počtu mierat,
vyvoláme model alergického zápalu a zvýšenej reaktivity dýchacích ciest podobný
bľonchiálnej astme, ktory navodíme opakovaným podaním aleľgénu morčatám.
V pľedtým schválenej časti pľojektu sme vývorili tento model u samčekov morčiat.
Vzhľadom na to, že pribúdajú spľávy o tom, že btonchiálňa astma sa častejšie vyskytuje
u žien a jej pľejavy stl závažnejšie, žiadame o schválenie naqýšenia počtu použitých
zvierat o morčatá-samičky, na kto4ých by sme vývorili podobný model ochoľenia. Po
vytvoľení expeľimentálneho modelu astmy podáme protizäpalovú liečbu, po ktorej
očakávame zlepšenie nielen pľúcnych funkcií, ale aj zlepšenie stavu iných oľgánov.

Pľedpokladaný vlastný pľínos pľojektu:
V pľípade schválenia naýšenia počtu zvierat o samičky získame súbor kontľolných
zvierat bez astmy a s astmou bez liečby, ktoré porovnáme navzájom ako aj s obdobnými
skupinami u samčekov. Zistíme, či vôbec a v akom rozsahu sú pľítomné ľozdiely medzi
pohlaviami v zápa|e a reaktivite dýchacích ciest, a tiežto, či sú na iných oľgánoch (pečeň,
srdce, obličky) prítomné druhotné zmeny v súvislosti s poškodením pl'uc v modeli
experimentálnej astmy. Nemenej dôležité bude aj porovnanie odpovede samičiek
a samčekov moľčiat na tôzne druhy protizápalovej liečby, kÍorá sa podáva aj u pacientov
s astmou. o pľípadných ľozdieloch v odpovedi na liečbu a ani o prípadných dopadoch
vytvorenia modelu astmy resp. jej liečby na iné orgány medzi pohlaviami sme v literatúľe
nenašli Žiadne infoľmácie. Projekt prinesie nové infoľmácie o zmenách v pľúcnom
tkanive, tkanive sľdca, obličiek a pečene vráúane analýzy plazmaticlých hladín liečiv
apod. na modeli bronchiálnej astmy, ako aj infoľmácie o zmenách s súvislosti s podaním
protizápa|ovej liečby. Včasná diagnostika vyššie uvedených zmien a podanie vhodnej
liečby pľiamo ovplyvňujú pľežívanie pacientov.

Počet a dľuh zrĺieratz
Morča domáce (Cavia poľcellus, kmeň Dunkin-Haľtley), samica, 64 jedincov
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Pľedpokladaná ujma na zvieľatách:
Model ,,bľonchiálnej astmy" navodíme opakovaným podaním aleľgénu (ovalbumínu)
morčatám. Kortrolným zvieratám bez astmy namiesto ovalbumínu podáme sterilný
fyziologický roztok. Po vy'ťvorení modelu astmy intraperitoneálne podáme liečbu, a to
denne I5.-2L deň, na 2I. deňzviera opäť vdýchne alergén, a náslédne bude usmľtené
predávkovaním anestetika intľapeľitoneálne a bude mu odobľatá krv zo sľdca
(exsangvinácia)' Aleľgizácia ovalbumínom, podanie liečby ako aj ukončenie postupu
pľedávkovaním anestetika a exsangvináciou sa uskutoční pľiamo v časti neriica
vyhľadenej na takéto záWoky. Zvieratá neopustia známe priestoľy, čím budeme
minimalizovať stres zvieruÍ.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti:
Model ,,bronchiólnej astmy ".' Krutosť postupov v tejto etape pľojektu hodnotíme ako
,,strednú", nakoľko pri vyvolávaní modelu ,,bronchiálnej astmý" si zvieratét v bdelom
stave podrobené opakovanému intraperitoneálnemu alebo subĹutánnemu vpichu ľesp.
inhalačnému podaniu ovalbumínu, ako aj intraperitoneálnemu podávaniu liečiv. Zároveť,lje potrebné zohl'adniť možné zhoršenie itarru prežívajicich zvierat s modelom
,,bľonchiálnej astmy'o. Vzhl'adom na druh ujmy (vyvolanie ľespiľačného ochorenia) je
možné pľedpokladať, že zvieratá môžu ojedinele reagovať zmenôu spľávania (môžu'být'
izolované od skupiny, menej pohyblivé, nemato záujem o okolie), moiu mať nžsí pľíjem
potravy a vody, môŽe sa objaviť zjeŽenie srsti a pod.

Pľeukázanie súIadu s požiadavkou nahľadeniao obmedzenia a zjemnenia:
ľih':o.-iľ,.(Replacement): Postupy pľojektu nie je možné vykonať bez použitia
zylerat. Stúdium zmien po vy|voľení modelov bľonchiálnej astmý a účinkov iôznych
ľPo: liečby sa.v súčasnosti ľealizuje prevažne na myšiaóh, potkanoch a moľčatách.
Ciastkové ýsledky je možĺ-ľé získať aj štúdiom zmienna myšiacĹ, táto metodika však nieje pľe nás vhodná, nakol'ko je technicĹy a pĺístrojovo podstátne náľočnejš ia, dochádza pri
nej k väčšiemu úhynu zvierat a ýťažnoiť r.y.Ĺatou je neporovnateňe niŽšia ako pľi
postupoch na moľčatách, P99tuPy nie je možné nahrädit' 

-ani 
in vitľo mďódami, anipoužitím počítačovych simulácií. Použitie 1o1č!t pľe vytvorenie modelu bronchiálnej

astmy je optimálnym ľiešením pľe dosiahnutie ciel'ov pro;óku.

obmedzenie (Reduction): Na získanie validných vysledkov použijeme 8 zvierat
v kaŽdej skupine, čo považujeme za na3nízsĺ moŽný potet iak z hľadiskaľepľodukovateľrlosti, ako aj z hl'adiska získänia nevyhnuiných údajov a objektívne
hodnotiteľných vysledko1. Menší počet zvierat 

" .;eanoilĺr.ylh skupinách bý moholzýrazniť pôsobenie inter-individuálnych rozdiúov s možnost'óu spocĹybnenia
obj ektívnosti výsledkov.

Zjemnenie (Refinement):
Prípľava,,modelu bľonchiálnej astmy" sa u morčiat v bdelom stave ľealizuje opakovanýmpodávaním ovalbumínu i.p., s.c. alebo inh. podl'a pľotokolu postupu. pä vyľoľenĺ
modelu podáme liečbu i.p., a to denne 15.-2l. däň, na j t . a.ĺ opukorruná expozíúa oVAa následné usmľtenie zvierat podaním letálnej dávky anestetika u .*rungu inácia.
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zvieraťa
Noľmálny
Absencia čistenia srsti
Zježeĺá sľsť, ýtok z očí a nosa

chúlenie sa

Nepozoľovaný: telesná hmotnosť ! o <5 oÁ

Prijíma: telesná hmotnosť J o l0-15 %
Nepľijíma potravu ani vodu

Noľmálny

Noľmálna telesná teplota
a dychoý (D) ľytmus
Mieľne zmeny
ZmenaT o 1 oC, zmena S a D rýmu o 30 %o

noľmálny sľdcový (s)(T),

zmena S a DZmenaT o2 o50%o

pohyblivé a pozoľné, izolované
sebamrzačenie, nĺiera nepokojné alebo

Zvierameĺej
Yokalizácia,

Normálne
Mieme äneny

Miema depľesia alebo mieme pľehnané reakcie
správaníStredné zmeny v očakávanom

prekomatózneprudko alebo vel'mi sĺabo,

Normálne

Paľameteľ
Vzhl'ad

Pľíjem potľavy a vody

Klinické pľíznaky

Pľirodzené spľávanie

Pľovokované spľávanie

Skóľe

Tab, 2. Všeobecné hodnotenie welfaľe nĺieraťa

Tab.3. skóľe

Na konci každého štandardne prebiehajúceho postup l je zviera usmrtené vedúcimprojektu alebo inou poverenou kvaliťrkovanou osóbou podänĺm letálnej dávky anestetika(Zoletil+Xylariem) intrapeľitoneálne s následnou exsanivináciou.

V prípade zhoršenia zdľavotného stavu zvierat'a, ktoľé pľesahuje mieľu očakávanéhozhoršenia staw v súvislosti S vyvolávaným. ochoľe"il; Ň;' realizáciepostupu vedúciprojektu na základe qýsledného human ónd-point skóÁ ;-p; konzultácii's vetäľináľnymlekárom ľozhodne ohumánnom ukončení pästupu 
"r,tundžiáu 

(podaním letálnej dávkyanestetika).

Zníženie (Reduction): Na získanie validných ýsledkov použijeme 8 zvierat v každejskupine, čo považujeme zanajnižší možný poeet íak z hľadiska ľepľodukovateľnosti, akoaj z hľadiska zÍskania nevyĹnutných úäajov a ouieLtĺňe- hodnotiteľných výsledkov.Menší počet zvierat.v jednotlivyót' .tupňĺch by ."r'"i nnýrazniť pôsobenie inter-individuálnych rozdielov s možno'ľou'po.hybnená objektÍvnosti ýsledkov.
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Nahľadenie (Replacement): Postupy projektu nie je možné vykonať bez použitia
zvierat. Stúdium zmien po vytvoľení modelov bľonchiálnej astmy a účinkov iôznych
typov liečby sa v súčasnosti v celosvetovom meľadle ľealizuje prevaŽne na myšiach,
potkanoch a morčatách. Čiastkové vysledky je moŽné zĺskáť ä1 stĺaiorn ,mien na
myšiach, táto metodika však nie je pre nás vhodná, nakoľko je technicky a pľístľojovo
podstatne náľočnejšia, dochádza pľi nej k väčšiemu úhynu zvierat aýťaŽnosť_qýsleákov
je neporovnateľne nižšia ako pľi moľčatách. Použitie morčiat v tejto štúdii umožňuje
realizovať všetky plánované vyšetrenia pľúc a iných orgánov, ako aj odbeľ krvi na konci
postupu, kym pri použití menších zvierat (myší) by sme boli nútení použiť vyšší počet
zvierat v skupinách na to, aby sme získali ľelevantné množstvo qýsledkov. Postupy ni. i.
možné nahradiť ani in vitro metódami, ani použitím počítačoých simulácií. PouŽitie
moľčiat pľe vytvorenie modelu bronchiálnej astmy je v našich podmienkach optimálnym
riešením.
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