Priloha 6

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU — 3 57y / 227 / 3

Nazov projektu: Stanovenie maximalne tolerovatel’nej davky (MTD) latok IMP1 a IMP2

Kricové slova v projekte:
maximalne tolerovana ddvka (MTD)

Uéel projektu: Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Cielom projektu je ziskat' informdcie o akitnej toxicite latok IMP1 aIMP2 stanovenim
maximélne tolerovanej davky (MTD). Testované latky st bio-kompatibilné polyméry zaloZené
na polyglycerole a st vyvijané ako nosi&e pre liegiva.

Prinos z vykonaného projektu:
Vysledky stanovenia MTD testovanych latok umoznia stanovit’ toxicitu testovanych latok a
ulah¢ia vykonavanie d’al§ich $tudii v nasledujucich fazach vyskumu testovanych latok.

Druhy pouZitych zvierat a ich poéty:
Potkan Wistar 42 samic / 2 testované latky (21 samic/1 testovana latka). Pokus sa vykona len
na samiciach, ktoré s povaZované za citlivejsie pohlavie

Nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v ramei vykonavania projektu:

MTD je definovana ako davka, ktora nespdsobi smrt’, vaZne priznaky toxicity a max. 10%
redukciu telesnej hmotnosti. Na stanovenie MTD sa pouZiva metoéda eskalacie davky
v logaritmickom meritku. Davka sa zvy3uje, az kym sa zaznamenaji klinické priznaky.
Eskalacia davok je dana progresnym faktorom.

Studia prebicha v dvoch &astiach:

1/ Pred-§tidia

Utelom je vybrat’ vhodné davky pre hlavni $tudiu. Jedno zviera je aplikované vybranou
pociato¢nou déavkou (podla dostupnych informéci o testovanej latke). Potrebné mnozstvo latky
bude podané zvieratu intravendzne. Zviera je pozorované po podani latky periodicky
v priebehu prvych 4 hodin a potom priebeZne 48 hodin. Podl'a reakcie na podanu davku sa
nasledujuca davka zvysi, aZ kym nie st pozorované zretelné — stredne silné priznaky toxicity.
Vtedy sa eskaldcia zastavi a vyberu sa davky pre hlavny test.

Sleduje sa neschopnosti prijimat’ potravu alebo vodu, abnormdina vokalizdacia, abnormdlna
pozicia alebo pohyby, rychla strata hmotnosti, alopécia, hnagka, opuchnuté kon¢atiny, paralyza
alebo iné centralne alebo periférne nervové poruchy — kfde, tazkosti s dychanim, kasel’,
kychanie, vytok z nosa, krvacanie, anémia. Pri hodnoteni zdravotného stavu pouZijeme tabul’ku
,»human end point*,
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Priloha 6

Pri hodnoteni priznakov nesmieme prekrogit’ skére 2 (stredne silny priznak). V pripade, Ze
davka spdsobi silny priznak (skére 3), zviera bude huméanne utratené a do hlavného testu sa
pouZije davka niZ$ia.

Predpokladand mortalita je 0 %, kedZe z definicie MTD vyplyva, Ze nesmie ddjst’ k uhynu
zvierat. ZvySovanie koncentrécie testovanych latok bude postupné a bude sa prihliadat’ na
zdravotny stav zvierat, aby sa dosiahli podmienky na uréenie MTD. Strata hmotnosti 10% bude
v tomto pripade povaZovana za stredne silny priznak (skére 2) a nebudeme pokracovat’ v pred-
teste.

Human end point

Prejav ' Skére
Akykol'vek stav vedici k dlhotrvajucej alebo nezvratnej neschopnosti prijimat’ potravu
1 | alebo vodu 0(1]2](3

(napr. dlhodoba nehybnost’, obstrukciu tistnej dutiny, chybajtice alebo abnorméine zuby...)
Choroby, alebo stavy, ktoré poukazujii na silna bolest, strach alebo utrpenie
2 | (napr. zlomeniny, autoindukovan4 trauma, abnormalna vokalizicia, abnormalna pozicia 0123
alebo pohyby, otvorené rany alebo vredy ...)
Rychla alebo pretrvavajiica strata hmotnosti
3 | (napr. 20%, alebo vicSia telesna hmotnost’ v priebehu niekolkych dni, alebo postupna, ale | 0 | 1|2 |3
pokra¢ujuca strata hmotnosti ...)
Zov3eobecnené zniZenie starostlivosti a abnormalny vzhl'ad pogas dlhého asového
obdobia
(napr. rozsiahla alopécia, dlhotrvajica hnatka, opuchnuté kon&atiny, paralyza alebo iné
centralne alebo periférne nervové poruchy — kfée ...)

Tazké, alebo pretrvavajice tazkosti s dychanim
5 s Aen eI
(napr. kagel, kychanie, vytok z nosa ...)
6 | Krvicanie, anémia 0(1]2]3
Hodnotenie
0- bez priznakov
1- mierny priznak
2- stredne silny priznak / konzulticia s veterindrnym lekarom
3- silny priznak /eutanézia
2. priznakov > 7 eutandzia

2/ Hlavny test

Na stanovenie MTD sa vybert 3 — 4 davky z pred-stadie a kazda davka sa poda jednorazovo,
maximalne 5 zvieratam.

Spektrum biologickych odpovedi:

bez odpovedi NOAEL) — adaptivna fyziologickd odpoved (NOAEL) — minimdina odpoved
(LOEL) — mierna odpoved’ (LOAEL) — zretelné (stredne silné) priznaky toxicity (FEL)

Pozorovanie minimélnych, miernych alebo zretelnych priznakov asponl v jednej davkovej
hladine umoZiiuje stanovenie MTD, ktoré sa ur&i z rozsahu davok LOEL a FEL.

Klinické pozorovanie

Zvierata budu pozorované individualne, hned po aplikécii, po %, 1, 2 a 4 hodinach a potom
priebeZne 48 hodin. Doba pozorovania nie je dana rigidne, v pripade potreby modze byt
prediZena (max. 14 dni).
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Oblasti pozorovania

KoZa a srst, oi, mukézy, respiraény systém, cirkulaény systém, CNS, somatomotoricka
aktivita a spravanie (tremor, kfée, slinenie, diarhoea, letargia, spanok, kéma).

V hlavnom teste budd pouzité davky, ktoré boli overené v pred-3tidii a tak nie je predpoklad,
Ze v hlavnej $tadii sa u zvierat vyskytnli nepriaznivé priznaky zdravotného stavu, ktoré by
mohli viest’ k utrpeniu zvierat, pripadne aZ smrti. Ak by sa predsa takato situdcia vyskytla,
pristiipime k human end point a zviera bude humanne utratené.

Hmotnost zvierat
Individualne hmotnosti zvierat budi zaznamenané kratko pred aplikaciou a potom denne.

Patoldgia
U vSetkych zvierat bude vykonan4 pitva s makroskopickym vySetrenim. Detailn4 pitva bude
zahffiat’ pozorné vysetrenie vonkaj§icho povrchu tela, vietkych otvorov adutin (lebe¢na,

hrudné a bru$nd) aich obsah. Patologické nalezy budi zaznamenané pre kazdé zviera do
protokolov.

Uroveii krutosti:
Stanovenie MTD patri medzi stredne kruté metody.
Hodnotenie jednotlivych postupov je uvedené v Tabulke.

. . Zaradenie
Charakteristika postupu Vplyv na zviera podPa krutosti
VaZenie zvierat Kratkodoby mierny stres slaba
Znalenie zvierat Kratkodoby mierny stres slaba
Jednorazova i.v. aplikdcia | Obmedzenie pribliZne na 1 min., .
testovanej latky mierny stres, bolest’ slaba slabd
Opakovana i.v. aplikicia testovanej | Obmedzenie pribliZzne na 1 min., ,

. o 1es . , stredna
latky v pred-studii mierny stres, bolest’ slaba
MozZna systémova reakcia slabé az stredna bolest’ slabé - stredna
Celkova doba pozorovania 48 hodin - maximalne14 dni slaba
Usmrtenie cervikdlnou dislokaciou | Kratkodoby mierny stres slaba
Celkové hodnotenie krutosti skusky: slab4 - stredn4

Uplatiiovanie zisad 3R

V projekte budu zohladiiované zasady 3R.

Refinement — v pokuse nebudti vykonané bolestivé zédkroky pri ktorych je potrebné pouZit
latky zmieriiujice bolest’. Slab - strednd bolest méozZe byt’ spdsobena systémovou reakciou na
podantt latku. Po podani testovanej latky bude zvieratdm venovand pozornost’. Pocas celej
Studie budd mat’ zvieratd prostredie obohatené nadobami, ktoré budi sliZit zvieratdm ako
tkryt. Tieto su inertné, bezpe&né, dobre udrZiavatelné a nehrozi ich poskodenie ani zo strany
zvierat.

ZvySovanie koncentrécie testovanych latok bude postupné a bude sa prihliadat’ na zdravotny
stav zvierat, tak aby sa dosiahli podmienky na uréenie MTD. Ak by napriek predpokladu doslo
k zhorSeniu zdravotného stavu pristipime k ,,human end point*,
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Reduction — poéty zvierat v pokuse st primerané, redukované v maximalnej miere tak, aby sa
nemohla ovplyvnit' validita pokusu; pokus sa vykon4 len na samiciach, ktoré st povaZované
za citlivej§ie pohlavie

Replacement — MozZnost’ néhrady testami in vitro

Test Studie toxicity na zvieratach sa ned4 nahradit’ alternativnymi metédami in vitro z dévodu
potreby reakcie Zivého organizmu na podanie 14tky a jeho systémové poOsobenie.

Spiitné postidenie projektu

Ked'Ze pokus je hodnoteny ako slaby a% stredne kruty, nie je potrebné spitné postdenie
projektu.
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Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu: Neurobiologické mechanizmy zodpovedné za femotyp ménie pri
bipoldrnej poruche

v QA J1G - AL
Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: ‘3 > (’ ¢ / (9 -cc 7 3
!

KPacové slova v projekte:
depresia, mania, stres, glutamétergicky systém, in vivo elektrofyziolégia, spravanie

Ukel projektu:
zakladny biomedicinsky vyskum

Ciel’ projektu:

Bipolarna porucha je zdvazna psychiatrickd porucha charakterizovand striedanim manie,
hypoménie, depresie a zmieSanych afektivnych stavov. V predkladanom projekte budeme
skimat’ neurobiologické mechanizmy zodpovedné za fenotyp ménie. Doraz bude kladeny
predovietkym na ulohu glutamétergickej transmisie v prefrontdlnej kore a dréhe prefrontalna
kora-striatum-lateralna habenula. Na tento ugel sa budi vyuZivat' dva Specidlne animalne
modely, ato knockout potkany pre serotoninovy transportér (5-HTT KO) a dopaminovy
transportér (DAT KO). Tieto potkany vykazuji protikladné behaviordlne symptomy, co
umozni odkryt rozdiely v neurobiologickom podklade depresivneho a manického fenotypu.
Cielom projektu je prostrednictvom in vivo elektrofyzioldgie zistit ako stimuldcia
prefrontalnej kéry ovplyviiuje neuronalny ,,firing* v habenule.

Prinos z vykonaného projektu:

Jedna sa o zakladny vyskum, ktory mdZe byt ndsledne vyuzity v klinickej praxi. Projekt
poskytne prostrednictvom integracie elektrofyziologickych, neurochemickych
a behavioralnych pristupov dokaz o existencii glutamatergickych mechanizmov, ktoré m6zu
byt podkladom ménie. RozSirenie poznatkov o neurobiologickom podklade preSmyku
z depresie do manie prispeje k novym moZnostiam farmakoterapie bipolarnej poruchy.

Pocet a druh pouzitych zvierat:
V projekte bude pouzitych 280 jedincov potkana Rattus norvegicus na obdobie 3 rokov.

Pouzité budi samce a samice 5-HTT KO a ich WT, DAT KO a ich WT ako aj Wistar
potkany vo veku 4-7 tyZdiiov.

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

Zvierata aZ do zadatia experimentalneho postupu nebudu vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom. Pred in vivo elektrofyziologickym meranim budu zvieratd uvedené do celkovej
anestézie. Po ukon&eni merani budi usmrtené podanim nadmerného mnoZstva anestetika.
V oboch experimentalnych 3tididch budu zvierata testované v odliSnych behaviordlnych



paradigmach. Testy moézu uzvierat vyvolat kratkodobi uUzkost astres, nakolko st
vykonavané v arénach sistym stupiiom averzivnosti (nové prostredie, otvoreny priestor,
jemné osvetlenie). V pripade testu sachardzovej preferencie, ktora nebude obnasat’ deprivaciu
vody aprenos zvierata do novej klietky neofakdvame vyvolanie nepriaznivého stavu
v podobe smidu, alebo inej ujmy. Kazdé zviera bude vystavené iba dvom behaviordlnym
testom na zabranenie kumulativnosti stresu. V 2. experimentalnej $tudii bude Cast’ zvierat (8
jedincov /skupina) vystavend stresovému podnetu, na zhodnotenie neuroendokrinnej
odpovede poclas stresovej zataZze. Ako stresovy podnet bude pouzity model obmedzenia
pohybu zvierata v trvani 2 hodin, ktory predstavuje prevaZne psychicky stresovy podnet, pri
ktorom sa zvieratd umiestnia do Specialnych priehl'adnych hypokinetickych klietok v tvare
valca, ktoré znemoZnia pohyb zvierata, ale nespdsobia bolest. Zvieratd budu po tomto
podnete dekapitované sucasne s kontrolnymi jedincami.

Predpokladana aroven Kkrutosti:

Podla prilohy ¢.4 k nariadeniu vlady Slovenskej republiky €.377/2012 Z.z. klasifikujeme
krutost’ jednotlivych postupov nasledovne:

Krutost’
postupov v 1. exp.
Studii (pocet zvierat

Postup Pilotna stadia Krutost’
postupov v 2.

(pocet zvierat 10) exp.Stidii  (pocet

110) zvierat 160)
Vézenie Slaba Slaba Slaba
Test otvoreného pola - Slaba -
Test vyvySeného plus. bludiska - Slaba -
i.p. aplikacia anestetika Slaba Slaba -

In vivo elektrofyziologia Bez mozZnosti Bez moznosti -

zotavenia zotavenia
Test sachardzovej preferencie . - Slaba
Test sociability - - Slaba
Model obmedzenia pohybu - - Stredna (pre 80
potkanov)
Celkov4 klasifikacia Slaba Slaba Strednd

Uplatiiovanie zdsad “3R”:

Nahradenie zvierat:

Hlodavce v tomto Staddiu experimentov nie je mozné nahradit’ bunkovymi kultirami, ani
niz§im druhom Zivodichov. V biomedicinskom vyskume, rovnako teda aj vyskume bipolarnej
poruchy, je zatial’ pouZitie laboratorneho potkana nevyhnutné a nenahradite'né. V projekte

budi sledované komplexné behaviordlne ukazovatele, preto je nevyhnutné pracovat
s potkanom laboratérnym.




Redukcia poétu zvierat:

V postupoch je zabezpeceny optimalny poet experimentalnych zvierat na zaklade analyzy
Statistickej sily. Maximalna vyuZitelnost a vytaZenost bude zabezpetena tym, ze
optimalizujeme pofet merani a maximalizujeme podet odobranych vzoriek na sledovanie
behavioralnych, fyziologickych, a biochemickych parametrov. ZniZovanie po&tov by
ovplyvnilo validitu dosiahnutych vysledkov.

Zjemnenie:

Zvieratad budu drzané v skupinach umoZiiujucich prirodzené socidlne spravanie so stalym
prisunom potravy apitnej vody. Hodinu pred behaviordlnym testovanim budd zvierata
preloZzené do testovacej miestnosti na aklimatizaciu na nové prostredie. Kazdé zviera bude
vystavené iba dvom behaviordlnym testom na zabranenie kumulativnosti stresu.
Elektrofyziologické merania budi prebichat’ v celkove] anestézii, aby nedochadzalo
k zbyto€nému utrpeniu, spdsobovaniu bolesti alebo zbyto¢ného stresu, po skonéeni merani
budu usmrtené. Na projekte sa budi podielat’ len skuseni pracovnici vySkoleni na pracu
s laboratornymi zvieratami. V priebehu postupov bude vSetkym zvieratdim venovana
Standardna veterindrna starostlivost. V pripade prekroCenia skore humane endpoints, po
dohode s veterinarnym lekarom, budd choré zvierata z pokusu vyradené a humanne usmrtené
letdlnou davkou anestetika.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu:  4no



Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Neurogenéza a cirkadidnny rytmus

et

J

KIigové slova v projekte ( max 5 slov): nové neurény, spev, mozog, spravanie

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: -3¢ 67?/’-- D =724

Utel projektu*: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulacné met6dy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alsieho pouzivania
v postupoch
Ak je iny Ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

® Popisat’ efektivitu znatkovadov a cirkadianny rytmus neurogenézy spevavcov

o Zistit, Ci existuje vztah medzi intenzitou neurogenézy a variabilitou spevu u r6znych druhov
spevavcov

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, l'udstvo, zvierata)

Stadium mechanizmov neurogenézy a tiez lieCebnych postupov veducich k zlepSeniu neurondlnej obnovy
po poskodeni mozgu bolo a je venované intenzivne Gsilie vedcov. Faktorom ovplyvilujicim neurogenézu
sa zdad byt aj cirkadidnny rytmus, tj. &asovad spriblizne 24 h periddou, ktory ovplyviluje rézne
fyziologické procesy. V projekte popiSeme cirkadidnny rytmus neurogenézy u spevavcov. Tie sti vhodnou
alternativou a doplnkovym modelom ku laboratérnym hlodaveom. Spevavce zdiel'aju s ¢lovekom viacero
znakov, vritane migracie novych neur6nov alebo ulenia sa vokalizovat (spev vtakov, re¢ ¢&loveka).
Prinosom tejto prace bude poznanie amplittdy a periédy cirkadidnneho rytmu neurogenézy u tejto skupiny
Zivotichov a bliZ§ia charakterizacia Uinnosti latok pouzivajicich sa pre oznatenie novovznikajicich
buniek. Nové neurény by mohli spdsobovat’ réznorodost’ v spravani, ¢o vak bolo popisané len u vel'mi
limitovaného po&tu druhov. V tejto 3tudii zistime, & ma intenzita neurogenézy suvis so spravanim
u vétsieho poctu druhov, &im by sme potvrdili, Ze sa jedna o véeobecntl vlastnost’ v Zivotidnej risi.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty:

zebri¢ka Eervenozoba (Taeniopygia guttata), 101
ryzovnik sivy (Lonchura oryzivora), 20

astrilda vinkovana (Estrilda astrild), 20

amandava bodkované (dmandava amandava), 20
mniSka muskatova (Lonchura punctulata), 20

batilda trstinova (Neochmia ruficauda), 20

mniska striebrozobka (Euodice malabarica), 20
pestinka japonskd (Lonchura striata var. domestica), 9



kanarik divy (Serinus canaria), 24

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

Mesacna izolacia vo zvukotesnych boxoch by mohla mat’ nepriaznivy vplyv na psychiku.

Predpokladana uroven krutosti:

Zvieratd budi véazené, odoberand im bude krv, znackovale neurogenézy budi poddvané do
prsného svalu. Vo zvukotesnych boxoch budi zvieratd najviac mesiac. Usmrtené budi letalnou
davkou anestetika alebo dekapitaciou. Tieto postupy sa klasifikuju ako ,,slabo kruté®, ,stredne
kruté“ alebo ,,bez moznosti zotavenia®.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zdovodnenie pouZzitia zvierat v projekte, zdovodnenie pre€o sa nemdzZe pouzit' alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)

Ked'Zze pokus je primarne zamerany na sledovanie tvorby neurénov a porovnanie tvorby
a véletiovania novych neurénov do mozgovych oblasti v sivislosti so spravanim, nie je mozné
realizovat’ pokus na bunkovych kultirach. Alternativne nahradenie vta¢ieho modelu niz$imi
stavovcami alebo cicavcami tieZ nie je mozné, nakol’ko tieto skupiny nemaji schopnost’ naucenej
vokélnej komunikécie.

2. Redukcia poétu zvierat:

(Zdovodnenie pouzitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouzil miniméalny mozny pocet zvierat)

Poéty zvierat sii minimalizované na najmen$iu moZnu hranicu, aby mali ziskané tdaje
akceptovatel'ni vypovednt hodnotu a aby bolo mozné ich $tatisticky vyhodnotit’.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit’ vyber pouZitych druhov zvierat, zddvodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spdsobu
ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonavania postupu tak, aby sa
dosiahli vedecké ciele projektu)

Zebricka Cervenozoba a aj pestunka japonska si v poslednych rokoch vyhodné pri $tadiu
naucenej vokalnej komunikéacie kvoli velkosti, rychlemu dospievaniu a rozmnoZovaniu v zajati,
typu nauenej piesne, atiez kvoli tomu, Ze si unich vyborne popisané mozgové okruhy
kontrolujice spev. Ich pouzitie v experimentoch je preto jasnou vyhodou v porovnani s pouZitim



inych druhov uciacich sa vokalne komunikovat, ako su velryby alebo papagaje (hlodavce tito
schopnost’ nemajt). Ostatné pouzité druhy spevavcov sa vyskytujo vo fyziologickych
a etologickych $tudiach, st dostupné pre kipu a vhodné pre drzanie v zajati. Ich velkost je tieZ
podobna. Preto ich povazujeme za vhodné pre nase experimenty. Zjemnenie pocas samotného
pokusu bude spocivat’ v obohateni prostredia, kde zvieratd budii mat’ k dispozicii bidielka a
hratky. Vodu apotravu budi mat’ kdispozicii ad [libitum. Budd chované v Standardnych
podmienkach. Pred transkardidlnou perfuziou bude zvieratdm podana letdlna davka izofluranu,

evwe

¢im sa minimalizuje ich utrpenie na najniZ$iu mozna mieru.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: 4no  nie



Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

podla § 40 nariadenia vlddy SR ¢. 377/2012 Z.2. ;( 42/49/ atd 7/\’\'-‘

Nazov projektu:
BIOMARKERY PATOMECHANIZMOV V STARNUTI A SPREVADZAJUCICH OCHORENIACH

Kracové slova: starnutie, biomarkery, patomechanizmus, metabolicky syndréom

Ugel projektu: Zakladny vyskum

V sucasnosti ¢eli svetova populécia fenoménu predlfovania dizky Zivota, ktory je spojeny najmi s
rozvojom modernej spolo¢nosti, ale aj s pokrokom v lie¢be mnohych patologii. Podfa odhadov Svetovej
zdravotnickej organizdcie v roku 2050 poéet fudi stargich ako 60 rokov presiahne 20 % svetovej
populdcie [WHO. World Report on Ageing and Health. World Heal. Organ. 1-246 (2015)]. Na druhej
strane starnutie samé o sebe je rizikovym faktorom pre rozvoj ochoreni ako s rakovina,
neurodegenerativne a metabolické ochorenia. Hoci sa v poslednych dekddach problému starnutia
intenzivne venuje farmakologicky vyskum, toxikoldgia starnutia je stale dost podceriovana.
Predpoklada sa, Ze fyziologické starnutie je vyznamne determinované vplyvmi prostredia. Tieto
environmentalne faktory, ktoré urychluji proces molekuldrneho starnutia boli jednotne oznadené ako
‘gerontogény’ [Sorrentino, Trends Mol Med, 2014].

a) Ciele projektu

V nadom projekte sa zameriame na profilovanie sérovych glykanov v zvieracom modeli epigeneticky
programovanej metabolickej poruchy ako aj sledovanie zmien glykoprofilu vplyvom celuldrnej
senescencie v in vitro podmienkach. Zameriame sa tie? na £tddium molekulovych mechanizmov
ochranného Géinku perspektivnych latok. Tieto budd v modeli in vivo skiimané aj z hfadiska moduldcie
depresivnej poruchy &astej u pacientov s MetsS. Projekt mbZe vygenerovat nové poznatky, ktoré
posliZia ako k poznaniu mechanizmov v metabolickych ochoreni spojenych s vekom a v samotnom
starnuti, tak aj k vyvoju novych glykobiomarkerov. Projekt je vysoko aktudlny, rozvija menej zname
oblasti toxikoldgie (horméza, gerontogény), ma multidisciplindrny a integraény charakter, spdja
expertov z odborov biochémia, bunkovad biolégia, bunkova farmakoldgia, neurofarmakoldgia,
toxikoldgia, glyko-biolégia, molekuldrna bioldgia, analytickd chémia so $pecializiciou na truktdrnu
analyzu glykanov.

® Na in vivo Grovni vyhodnotime vplyv parentdinej vysokotukovej diéty (pHFD) na vyvoj
kardiometabolickych parametrov a celkové prefivanie potomstva (prva generacia, F1), a zéroveii
vyhodnotime profilovanie sérovych glykénov.

* Na in vivo drovni vyhodnotime vplyv parentilnej HFD na vyvoj behaviorédlnych portch, zmeny
biochemickych a molekuldrnych parametrov mozgu v F1 genericii.

Pocet a druh pouZitych zvierat

Potkany kmeria Sprague Dawley

60 samic, 30 samcov, 480 mladat (ak porodi 40 samic a budd mat priemerne 12 middat)
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavaného postupu
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Pocas postupu sa bude so zvieratami zaobchddzat $ertne v sulade so zasadami 3R s minimélnou ujmou
pocas vystavenia vysokotukovej diéte. Upravend strava nevyvoldva u zvierat diskomfort. Celkovy
zdravotny stav potkanov bude sledovany podta kritérii human end points, aby sa zabranilo bolesti a
utrpeniu zvierat. Odber krvi z retroorbitdlneho plexu v zoletil/xylazinovej narkdze nespdsobuje
zvieratdm ujmu, po prebrati sa z narkdzy mdiu zvieratd pocitovat mierny diskomfort, aviak z praxe
vieme, Ze velmi rychlo regeneruju. V predchddzajucich postupoch s vysokotukovou diétou pocas 8
tyzdfiov neboli zaznamenané Ziadne komplikacie, ujma alebo Ghyn zvierat. Pri behaviordinych testoch
sa bude postupovat podlfa zauZivanych protokolov. FST méZe mat miernu Gjmu, nakofko potkany
nebudd mat moZnost uniknit zvalca napusteného vodou, aviak tento test bude jednorazovy
a budeme sa snaZit obnovit komfort zvierat hned' po teste.

Predpokiadand uroveri krutosti: stredna

e Handling potkanov 10 min/5 ks-vanica/def, t.j. navykanie zvierat na manipuldciu pred
meranim tlaku krvi, potkany dobre zna$aju handling - slabd krutost

* Vaienie zvierat 1x do tyZdiia, potkany dobre znasaju vazenie - slabd krutost

* Neinvazivne meranie tlaku krvi, potkany dobre zna%aji manipulaciu pri neinvazivnom merani
tlaku krvi manZetou na chvoste - slabd krutost

* Odber krvi z retroorbitélneho plexu v anestézii (zoletil 25mg/kg + xylazin 16 mg/kg Zivej
hmotnosti), potkany po prebrati z nark6zy mézu pocitovat miernu bolest po odbere krvi a budu
pozorované aj na nasledujuci defi po odbere - stredna krutost

e Vysokotukovd diéta sa povaZuje za slaba krutost

e PreZivanie (moiné komplikdcie s obezitou) — stredna krutost

Behavioralne testy:
Test motorickej aktivity a exploracie v otvorenom poli — slaba krutost
Ucenie aktivnym vyhybanim — strednd krutost
Porsoltov test nateného plavania — stredna krutost
Test preferencie sachardzy — slabd krutost
Bludisko v tvare Y - slaba krutost
Morrisovo vodné bludisko (MWM) — stredné krutost

b) Sulad s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a ziemnenia (3R)

Nahradenie (Replacement)

V sucasnej dobe neexistuje validovana vedecky akceptovatefn alternativna metéda na &tddium
dyslipidémie, hypertenzie, zmenenej tepovej frekvencie, hyperglykémie a vplyvu na kognitivne
schopnosti, ktord by nahradila klasicky in vivo pristup na zvieratdch. Poéitadové simuldcie nie st v
tomto pripade vhodnym alternativnym spdsobom, podobne ako in vitro pokusy, kedZe na bunkovych
kultdrach nie je moZné relevantne posudit distribdciu génovej expresie ani aktivitu enzymov. Rovnako
nie je moZné zhodnotit komplexné deje akymi su poruchy innosti srdca, ciev a mozgu v désledku

metabolického syndrému na vy$ie uvedené parametre nie je moZné dosiahnut bez pouZitia zvierat a
testovania na celistvom organizme.
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Obmedzenie (Reduction)

Na dosiahnutie cielov projektu sa plénuje pouZit najnizi mozny pocet zvierat potrebny pre $tatistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Preto je potrebné v experimentoch pouzit v
jednotlivych skupindch 10 ks zvierat. Poéas planovaného obdobia sa za 4 roky predpokladd poufitie
60 samic, 30 samcov, 480 mlad‘at (ak porodi 40 samic a budy mat’ priemerne 12 middat) potkanov.

Zjemnenie (Refinement)

Starostlivosti o zvieratd ako i manipulacii s nimi sa bude venovat velka pozornost. Zvieratd budd
odetrované skdsenymi pracovnikmi a budd pod neustalym dohfadom pracovnikov zodpovednych za
projekt. Pri vdetkych postupoch sa bude manipulovat so zvieratami ohfaduplne, pred meranim tlaku
krvi budu niekolko dni vopred handlované aby kfudne znaali neinvazivne meranie, pri behavioralnych
testoch sa budeme snaZit obnovit komfort zvierat hned ako bude mozné. V pripade vodnych testov
(vodné bludisko, Porsoltov test) po ukonéeni testu budu zvieratd jemne osusené bavinenou handrou a
dané pod infraerveni lampu a nakoniec vloZené do domovskej klietky. V pripade zhor$enia
zdravotného stavu sa potkany v postupe humanne usmrtia predCasne ak by vykazovali priznaky
ochorenia uvedené v human endpoints, aby sa zabrénilo ich utrpeniu a bolesti.

Postupy pouZivané pri odberoch krvi maju nizku Grovefi z hladiska sposobenej bolesti a stresu a budd
vykondvané skisenym pracovnikom s dlhoro&nou praxou. Budu vykonané opatrenia — handling zvierat
na zniZenie stresu pri merani krvného tlaku neinvazivnou tail-cuff metédou. Diéta je pre potkany
chutovo prijatefnd. Zvieratd budu driané v skupindch umoZriujucich prirodzené socidlne spravanie so
stdlym prisunom potravy a pitnej vody, klietky budu obohatené o plastové tunely umoZiujdce
preliezanie a hru. Podas celého postupu sa so zvieratami manipuluje jemne, aby nepocitovali strach
alebo bolest. V pripade néhleho zhorienia zdravotného stavu by sa potkanom podalo napr.
registrované analgetikum Novasul (500mg/ml; max. 0,1 ml/ 450g potkan),

NevyZaduje sa spétné posudenie projektu.
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STATNA VETERINARNA A POTRAVINOVA SPRAVA
SLOVENSKEJ REPUBLIKY
Botanickd 17, 842 13 Bratislava

Ck. Ro0-3852/19-221/3 V Bratislave diia: 25.11.2019
ROZHODNUTIE

Statna veterindrna a potravinova sprava SR ako orgén $tatnej spravy vo veterindrnej oblasti na
zéklade § 6 ods. 2 pism. i) bod 2 zdkona &. 39/2007 Z. z. o veterinarnej starostlivosti v zneni
neskorsich predpisov a nariadenia vlady SR &.377/2012 Z. z., ktorym sa ustanovuji poZiadavky
na ochranu zvierat pouZivanych na vedecké alebo vzdelavacie ucely (d’alej len ,nariadenie
vlady*) a vyhlasky MPRV SR ¢&. 436/2012 Z. z., ktorou sa ustanovuju podrobnosti na ochranu
zvierat pouZivanych na vedecké alebo vzdeldvacie UCely ( dalej len ,, vyhlaska®) a podla § 46
zékona ¢. 71/1967 Zb. o spravnom konani v zneni neskorsich predpisov

schvaluje

ziadatel'ovi: Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine,
Mala Hora 10701/4A, 03601 Martin

pre zariadenie : Ustav lekarskej biofyziky UK JLF v Martine, Mald Hora 4, 036 01 Martin
¢islo schvélenia pokusného zariadenia SK U 15016
ICO: 00397865

Zastupca zariadenia uZivatel’a: prof. MUDr. Jan Jakus, DrSe.,

vykonanie projektu:
Koordindcia obrannych mechanizmov respiraného traktu a kardiorespiraénych funkcii
u experimentalnych zvierat

Termin na vykonanie projektu: od 01.01.2020 do 31. 12. 2022

Osoba oprévnena predkladat’ projekt: doc. RNDr. Michal Simera, PhD., &.0. 1819/2015
Osoba zodpovedna za starostlivost’ o zvierata a dobré Zivotné podmienky zvierat: doc. RNDr.
Mariana Brozmanova, PhD., prof. MUDr. J4an Jakus, DrSc.,

Osoba zodpovedna za celkovi realizdciu projektu a za stilad projektu so schvélenim projektu:.
doc. RNDr. Ivan Poliatek, PhD., — zodpovedny za stilad projektu so schvélenim projektu

doc. RNDr. Michal Simera, PhD., &.0. 1819/2015 - zodpovedny riesitel predkladaného
projektu,

Zmluvny veterinarny lekar: MVDr. Tomas Sheer

na ucel:
zékladny vyskum podl'a nariadenia vlady 377/2012 Z.z.

na druhu/chovne;j linii/maximéalnom pote pokusnych zvierat:
macka doméca/samce, samice/48 jedincov
krélik domaci/novozélandsky, samce/samice/48 jedincov



Nahraditel'nost’ — nie je moZné nahradit' simuladnym systémom variabilitu a jedine¢nost’
Zivého organizmu. Macka, kralik a moréa si vhodné modely vyuZivajuce sa na $tudium
obrannych reflexov dychacich ciest a si z hPadiska aplikovatelnosti ziskanych vysledkov
najvhodnejsie.

Redukeia — podty zvierat su optimélne na dosiahnutie reprodukovatelnosti, validity
a objektivity ziskanych vysledkov. V priebehu stanoveného obdobia sa vykona 6 sérii postupov
pocas 3 rokov. Postupy budu vykonané na malom podte zvierat min. 6 jedincov. V jednej sérii
sa pouZije 6-8 jedincov. ZniZovanie poStu zvierat sa zabezpe¢i aj vyuZitim pocitatového
modelovania a v planovani ak je to aplikovatelné.na jednom zvierati sa vykona viacero
postupov podas jeho anestézy. Vysledky sa budi priebeZne hodnotit’. Vyuziju sa kontrolné data
z predchadzajucich postupov.

Zjemnenie — v priebehu projektu sa buda vykonavat' invazivne zakroky na anestezovanych
zvieratdch. Zvieratd budu v karanténe pod dennou zdravotnou kontrolou. Podas anestézy, pri
vykone projektu budu zvieratd monitorované. V pripade potreby je mozné zviera napojit’ na
respiraln podporu. Stabilna teplota je udrZiavand pomocou homeotermickej podpory.
Stimulécia bolestivych stavov je eleminovan4 aplikaciou lokalneho anestetika. Prvorady ciel’ je

dosiahnutie relevantnych vysledkov, na o najnizom podte zvierat v ramei zachovania vietkych zasad
3R.

Cielom projektu bude $tudovat’ zmeny kardiorespiraénych parametrov a obrannych reflexov
dychacich ciest sposobené moduldciou neurénov v oblasti pontinnej respiranej skupiny
mozgového kmetia. Ziadatel popisal eSte 3 ciele, ktoré sa budu plnit’ podl'a popisu v Ziadosti.
Postupy sa budu prednostne vykonavat na madkach, iba v pripade nedostatoéného poétu
kvalitnych vysledkov sa prechddza na kralika a moréa. Kazdy pouzity druh m4 svoje benefity.
Pokial’ sa dosiahne Zelany ciel’ na jednom druhu, iny druh sa nebude ani nakupovat’. Vzhl'adom
na komplexnost’ projektu a ini vyvolatelnost’ reflexov, bude nieto iné skimat’ na matkach
(pripadne IBA na mackach) alebo na kralikoch (pripadne IBA na krélikoch). Projekt postupu
bude vykonany v celkovej anestéze, podas ktorej sa budt monitorovat’ vSetky parametre ako
dych, tlak, saturdcia krvi, teplota tela. Pogas celej doby anestézy budu zvieratd pod kontrolou.
Projekt sa bude vykonavat' podla schémy ur&enej v Ziadosti. V ka*dom roku sa vykona
predpisand séria postupov. Najhlavnejsie postupy budd : priprava zvierat na experiment,
preparacia svalov, zavedenie kanyly, intubacia,mikroinjikovanie do vybranych oblasti
mozgového kmefia, do pontinnej respira¢ne; skupiny mozgového kmeta, stimulacia
periférnych nervov alebo ich blokovanie. Reflexné odpovede zvierat budi vyvolané
mechanicky a chemicky vratane aplikécie iritantov na povrch sliznice alebo aerosolom. Podas
Jedného diia sa postup vykonéva iba na 1 jedincovi. Ziadatel vypracoval human end point,
podla ktorého hodnoti zdravotny stav zvierata v anestézii. Po ukondeni vykonavania
predpisanych analyz budu zvieratd huménne usmrtené v anestéze

Projekt bude vykonavany v sulade s rozhodnutim o schvaleni projektu &. 3852/19-221/3

Oddvodnenie:

Toto rozhodnutie sa vydéva schvalenému zariadeniu uZivatela & SK U 15016 na zaklade
Ziadosti o schvélenie projektu dorudenej na SVPS SR diia 07.10.2019. §VPS SR preposlala
projekt Celnom poradného organu na zhodnotenie. Podas hodnotiaceho procesu bolo
vznesenych viacero pripomienok. Z toho dovodu SVPS SR vyzvala Ziadatela na odstranenie
nedostatkov a rozhodnutim &.k. 3852/19-221/2 prerusila spravne konanie. Ziadatel' dorugil
opravent Ziadost’ a doplnent o poZadované udaje diia 22.11.2019. Na zéklade toho poradny
organ vydal sthlasné stanovisko na jeho schvalenie. SVPS SR posudila Ziadost’ o schvalenie
projektu na ziklade stanoviska poradného organu hlavného veterinarneho lekara SR a
predloZenych tidajov v oblasti ndvrhu projektu, netechnického zhrnutia projektu, obsahovych



Priloha ¢. 2 :

Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.
Nazov projektu: 31(( / - 124 / 3

Efekt a biodegradicia antiadhezivneho filmu s réznym obsahom nativneho hyaluronanu
a jeho derivitu na modeli pooperaénych adhézif u potkanov

Kriatové slova v projekte: zvieraci model adhézie, nativny hyaluronan, derivat hyaluronanu

a) Informicie o ciel’och projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte
a typoch zvierat.

Cielom projektu bude zistit” efekt a biodegradaciu filmu z nativneho hyaluronanu i jeho
derivatu pri réznom mnoZstve latky, hribky, hydrofobicite pre profylakticku lie¢bu adhézie
na Standardnom zvieracom modeli poopera¢nych zrastov potkanov.

Potkany sa podrobia operacii v celkovej ilokalnej anestézii. Pooperaény stav a doba
pozorovania 14. resp. 28 dni su optimalne pri eliminécii nepriaznivych vplyvov na zdravie
zvierat dennym podéavanim analgetika.

Predpokladéme, Ze ujma na pouZitych zvieratich bude v prvych troch ditoch po operécii, kedy
sa uskutoCni proces hojenia vnutorného poranenia ainciznej rany na kozi. MoZe nastat’
kratkodobé zniZenie prijmu krmiva po odzneni G¢inkov anestézie. Poas vietkych tkonov sa
bude eliminovat’ stres a utrpenie celkovym znecitlivenim pri operacii a dennej aplikdcii
analgetik. Z hladiska budiceho vyuZitia zdravotného prostriedku v brusnej dutine po
chirurgickych zakrokoch u &loveka prinos projektu vyrazne prevySuje ujmu u
experimentalnych zvierat.

Ocakavanym prinosom projektu bude pokradovanie vo vyvoji a priprave aplikaénych foriem
zdravotnickeho prostriedku vyuziteného v profylaxii vzniku pooperanych zrastov u P'udi s
poskodenim vniitrobrusného tkaniva vplyvom operadnych zasahov.

V projekte sa pouZije celkom 220 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov, samcov, kmetia
Wistar).

Experimentalny model u potkanov sa vyvola operaciou. Po druhom, resp. $tvrtom tyZdni sa
budt sledovat’ symptémy adhezivnych zmien vplyvom réznych foriem testovanej ltky.
Zvieratdm bude podas celého experimentu (14, resp. 28 dni) podavané kazdy deti krmivo
a pitna voda ad libitum.

Celkovo v postupe budu vykondvané prace na zvieratdch pri strednej urovni krutosti podl'a
klasifikacie krutosti postupov:

VazZenie zvierat- slaba

Jednorazova aplikacia anestetika i.m., s.c. aplikdcia lokalneho anestetika - slabé
Aplikdcia anestézie, analgetik, ATB i.m.- opakovane - stredna

Operalné zakroky sa vykonaju v celkovej anestézii - stredné

Prezivanie zvierat po operacii - stredna

Pooperaény stav - stredna

Vyberanie stehov po zakroku vykonany na zvieratach v anestézii - stredna
Individudlne umiestnenie po operacii a po&as celého projektu za 14, resp. 28 dni v
priehl'adnych klietkach — stredna.
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Odber krvi z podchvostovej Zily (1 kvapka) v ¢iastoénej anestézii — stredna.
b) Preukizanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animalny model adhézie sa $tandardne pouziva pri sledovani ¢inkov potencidlnych latok
ovplyvitujuicich adhézie vntitrobrusného prostredia. V medzinarodnych databazach (ECVAM,
NC3R, ATLA) sa zist'ovali alternativne metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentéalnych
zvierat. V suCasnej dobe neexistuje validovani alternativna metéda testovania latok
s antiadhezivnymi vlastnostami pripravkov pouzitelnych v medicine u Zivych organizmov.
Potkan laboratorny je systematicky najnizsie postaveny druh vhodny pre postdenie Gi¢inkov
zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Zdsada obmedzenia pocltu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym podtom experimentdlnych potkanov tak, aby nebol
ohrozeny ciel' projektu a bola zabezpetena reprodukovatelnost’ i validita postupu pre
biochemické, hematologické, makroskopicko-morfologické, histologické analyzy, testovanie
biodegradability, ako ajich Statistické vyhodnotenie. Zvieratd budi samdicho pohlavia,
rovnakého veku, resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnot
atym Statisticky nesignifikantnym vysledkom. Z dovodu 3etrenia zvierat nebudi zaradené
kontrolné zvieratd v 28-diiovom postupe, kedZe vysledky budi znidme zo 14 diového
sledovania a nie je potrebné ich zarad’ovat’ do d'alSej Studie. Takisto sa nepouzije pozitivna
kontrola (Seprafilm), pretoZe udaje o tejto latke boli sledované v predchadzajiicom projekte.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieraté budu po presune z chovného zariadenia v aklimatizécii. Po dobu 7 dni sa umiestnia
po Styri zvieratd v dostatotne velkych vaniciach (rozmery 58x37x20cm) za stanoveného
svetelného, tepelného a kfmneho rezimu. Po operacnom zésahu sa ustajnia individuélne 14,
resp. 28 dni, aby sa zamedzilo vytrhnutiu stehov, naruseniu hojaceho procesu i prijimania
krmiva v pripade napédania slabiich jedincov agresivnejSimi. Na zabranenie vzniku
pooperacnych zapalovych reakcii sa pouZije antibiotikové krytie poéas prvych troch dni.
Operaéné zakroky budi vykonavané skiisenym odbornym pracovnikom s dlhoro&nou praxou.
Potkany pocas postupu preZijii vyraznej§i stres v operanom a pooperaénom obdobi, ktory
budeme minimalizovat’ podanim anestetik a analgetik. So zvieratami sa bude zaobchadzat’
Setrne a prostredie vanice sa obohati predmetmi na hru a ohryzovanie. V pripade nahleho
zhorSenia zdravotného stavu jedincov charakterizovanych v tabul’ke human end points bud
huménne usmrtené. OSetrovatelia budi kontrolovat v prvych dvoch diioch operované zvierata
3-krat denne a v nasledujucich ditoch 2-krat denne. O humannom usmrteni bude rozhodovat’
veterinarny lekar na zaklade informécii od zodpovednych o0s6b za projekt. Eutanazia sa
vykond bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii predavkovanim anestetik.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: nie
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Netechnické zhrnutie projektu:

Nazov projektu: Ovplyvnenie obrany dychacieho systému astym sdvisiacich
kardiorespira¢nych parametrov v in vivo experimente

S

KPacové slova v pro;ekte (max S slov): katdlovaskulamy systém, respiracny systém, kaslovy
reflex, pontinna respiraéna skupina, mikroinjikovanie

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: g?IS / /7( ‘) i 7

Utel projektu”: zakladny vyskum

Opisat’ ciele projektu: 1) Zistit' zmeny kardiorespiraénych parametrov a obrannych reflexov
dychacich ciest spdsobené modulaciou (aktivaciou, inhibiciou, facilitaciou) neurénov v oblasti
pontinnej respiraénej skupiny mozgového kmetia.

2) Preskimat’ koordindciu vyvolanych reflexnych odpovedi (kasla, aspiratného reflexu,
prehitania a pod.) so zékladnymi funkciami obehového a respiraéného systému so zameranim
na mozné pozitivne a negativne zmeny vo vitdlnych funkcidch vyvolanymi indukovanymi
dejmi.

3) PreStudovat’ vplyv spazmodickych reflexnych dejov vyvolanych v respiratnom trakte na
zmenen¢ kardiorespiraéné funkcie (apnoe, experimentalne indukovand arytmia a pod.).

4) Odhalit’ ulohu vybranych periférnych vstupov ich stimulaciou resp. blokadou, pri modulécii
kardiorespira¢nych parametrov a indukovanych reflexov.

Prinos z vykonaného projektu: Dosiahne sa vyrazné rozsirenie vedomosti o regulaénych
mechanizmoch kardiovaskularneho a respiradného systému, obrannych reflexov dychacich
ciest pri ich aktivécii periférnymi vstupmi ako aj o modifikovanych funkciach centralnych
Struktir mozgového kmetia. Stimuldcie a zmeny v aktivite aferentnych dréh a reflexné
odpovede, vratane ich modifikdcie, umoznia analyzu interakeii tychto dejov za zmenenych,
napr. modelovo patologickych podmienok. Predpokladdme uplatnenie rozliénej modality
stimulcie a redukcie signalu v aferentnych dréhach. Ziskané poznatky bude potencialne mozZné
aplikovat’ pri niektorych diagnostickych alebo terapeutickych postupoch v klinickej praxi.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné poéty: kralik doméci— 48 jedincov (na celé obdobie
rieSenia projektu), macka doméaca — 48 jedincov (na celé obdobie rieenia projektu), morca
laboratérne — 48 jedincov (na celé obdobie rieSenia projektu)

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania
projektu: Postupy st vykondvané v $tadiu chirurgickej anestézy. Hibka anestézy ako aj vitalne
funkcie (krvny tlak, dychova frekvencia, CO> vo vydychovanom vzduchu, saturicia krvi
kyslikom a teplota tela) su nepretrzite monitorované. V pripade potreby je mozné zviera
okamZite napojit’ na respiraénii podporu. Stabilna teplota tela je udrZovana pomocou
homeotermickej jednotky. Stimulécia bolesti je eliminované aplikdciou dostatoéného mno¥stva
lokélnych anestetik.

Predpokladani droveit krutosti: Anestézované jedince — bez moZnosti zotavenia



Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat: Nami vybrané zvieratd (macka domadca, kralik domdci a morda
laboratorne) su vyuZivané v elektrofyziologicom vyskume uZ mnoho desatrodf. Pri $tudiu
reflexnych odpovedi z respira¢ného traktu aich koopericie s inymi s ystémami § tudujeme
organizmus ako systémovy celok z fyziologického aj patologického hladiska. Z uvedeného
dovodu zatial’ nie je moZné $tudovat’ tieto deje na izolovanych organoch, tkanivach alebo
baktéridch. V siéastnosti je uz sice moZné vyuZivat' poéitadové modely a simulaéné techniky,
ale to v obmedzenej miere a vstupné data vychadzajui z experimentdlnych postupov na Zivych
zvieratdich. Mactka domdca prip. kralik doméci amora su zhladiska aplikovatelnosti
ziskanych vysledkov v predklinickych 2 klinickych disciplinach humannej mediciny
najvhodnejsie. Nervové mechanizmy, antitusické pdsobenie l4tok atd’. st najlepsie preskiimané
prave u tychto Zivo¢iSnych druhov. Vysledky ziskané ztakychto experimentov su velmi
hodnotné a akceptované. Pouzitie IniZ8ich“ Zivo&i$nych druhov ako. my$, potkan a pod. nie je
mozné, nakol’ko nemaju vyvinuté niektoré druhy nami skiimanych reflexnych odpovedi (napr.
kaSel) a experimentdlne postupy a manipuldcia s tymito druhmi sd velmi limitované ich
stabilitou, odolnost’ou a vel'kost'ou.

2. Redukcia pocltu zvierat: Na splnenie stanovenych cielov predpokladdme vykonat 6 sérif
postupov v obdobi 3 rokov. Jednotlivé postupy budt vykonané na ¢o moZno najniZSom poéte
jedincov tak, aby boli vysledky Statisticky relevantné. Nage dlhoroéné skiisenosti z vyskumu
potvrdzuji, Ze do jednej experimentdlnej série je nutné zahrnit' miniméalne 6 jedincov
v zavislosti od typu experimentu a variability ziskanych dat. Poget pouZitych jedincov je
moZné efektivne zniZovat: 1) vykonanim viacerych postupov na jednom zvierati po¢as jedného
experimentu; 2) priebeZnym hodnotenim vysledkov so sledovanim trovne Statistickej
vyznamnosti sledovanych parametrov; 3) pouZitim po&itadovych simulacii predikujicich
vysledky v experimentoch, 4) vyuZitim skdsenosti, postupov a dat (najm# kontrolnych) z
predchédzajucich postupov.

3. Zjemnenie: Pocas trvania postupu sa budeme snaZit’ eliminovat’ vietky stresové faktory.
Jedinec bude premedikovany diazepamom (i.m) pre zabezpetenie sedativneho udinku
a hladSieho néstupu anestézie. Celkova anesiéza bude navodena i.p podanim anestetika priamo
vo zverinci, ¢im sa minimalizuje stres spo‘eny s prepravou na miesto vykonavania postupu.
Potas postupu budeme nepretrZite monitorovat’ a zaznamendvat’ vietky vitilne funkcie. Po
ukonCeni postupu budii zvieratd humanne usmrtené preddvkovanim anestetika.



Priloha é. 5
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Vplyv pohlavia na zdvaznost’ prejavov experimentalne vyvolanej astmy
Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 7.5 67/ A /]

KIicové slova v projekte (max. 5 slov): poskodenie pllc, alergicky zapal, zvySena
reaktivita dychacich ciest, bronchialna astma, protizapalova liecba

Ukel projektu: Zakladny vyskum s cielom zabrénenia, prevencie, diagnostiky alebo
lieCby chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov Cloveka alebo
zvierat alebo ich G¢inkov na l'udi alebo zvierata.

Informacie o ciel’och projektu:

Cielom projektu je overit' hypotézu, Zze ochorenie plic mdze viest’ aj k neziaducim
zmendm inych organov (srdca, obliiek a peCene), ¢o mdze zhorsit' celkovy stav
pacientov. V Casti projektu, na ktori Zziadame o schvalenie navyS$enia poltu zvierat,
vyvolame model alergického zapalu a zvySenej reaktivity dychacich ciest podobny
bronchidlnej astme, ktory navodime opakovanym podanim alergénu moréatam.
V predtym schvalenej Casti projektu sme vytvorili tento model usaméekov mordiat.
Vzhladom na to, Ze pribidaju spravy o tom, Ze bronchialna astma sa &astejSie vyskytuje
uzien ajej prejavy su zdvaznejSie, Ziadame o schvéalenie navyS$enia poétu pouZitych
zvierat o morcata-samic¢ky, na ktorych by sme vytvorili podobny model ochorenia. Po
vytvoreni experimentdlneho modelu astmy podame protizapalovi lie¢bu, po ktorej
otakdvame zlepSenie nielen plicnych funkcii, ale aj zlepSenie stavu inych organov.

Predpokladany vlastny prinos projektu:

V pripade schvélenia navySenia poc¢tu zvierat o samiky ziskame stbor kontrolnych
zvierat bez astmy a s astmou bez lie¢by, ktoré porovndme navzajom ako aj s obdobnymi
skupinami u sam&ekov. Zistime, ¢i vObec a v akom rozsahu st pritomné rozdiely medzi
pohlaviami v zépale a reaktivite dychacich ciest, a tiez to, ¢i sli na inych orgdnoch (pedefi,
srdce, oblicky) pritomné druhotné zmeny v stvislosti s poskodenim plPac v modeli
experimentalnej astmy. Nemenej dolezité bude aj porovnanie odpovede samidiek
a sam¢ekov morciat na rozne druhy protizapalovej lieCby, ktord sa podava aj u pacientov
s astmou. O pripadnych rozdieloch v odpovedi na lie¢bu a ani o pripadnych dopadoch
vytvorenia modelu astmy resp. jej lie€by na iné orgadny medzi pohlaviami sme v literatire
nenasli Ziadne informécie. Projekt prinesie nové informdacie ozmenach v plicnom
tkanive, tkanive srdca, obliCiek a pedene vratane analyzy plazmatickych hladin lie¢iv
apod. na modeli bronchidlnej astmy, ako aj informacie o zmenach s sivislosti s podanim
protizapalovej liecby. V&asnd diagnostika vysSie uvedenych zmien a podanie vhodnej
lie€by priamo ovplyvituju prezivanie pacientov.

Podet a druh zvierat:
Mor¢a doméce (Cavia porcellus, kmefi Dunkin-Hartley), samica, 64 jedincov



Predpokladani ujma na zvieratach:

Model , bronchidlnej astmy* navodime opakovanym podanim alergénu (ovalbuminu)
mor¢atam. Kontrolnym zvieratim bez astmy namiesto ovalbuminu poddme sterilny
fyziologicky roztok. Po vytvoreni modelu astmy intraperitonedlne poddme lietbu, a to
denne 15.-21. defi, na 21. defi zviera opat’ vdychne alergén, a nésledne bude usmrtend
predavkovanim anestetika intraperitonedlne abude mu odobratd krv zo srdca
(exsangvinacia). Alergizicia ovalbuminom, podanie lie¢by ako aj ukondenie postupu
predavkovanim anestetika a exsangviniciou sa uskutodni priamo v &asti zverinca
vyhradenej na takéto zdkroky. Zvieratd neopustia zndme priestory, &im budeme
minimalizovat’ stres zvierat.

Predpokladana tiroveii krutosti:

Model , bronchidinej astmy“: Krutost’ postupov v tejto etape projektu hodnotime ako
»strednd®, nakolko pri vyvolavani modelu ,bronchidlnej astmy* su zvieratd v bdelom
stave podrobené opakovanému intraperitonedlnemu alebo subkutinnemu vpichu resp.
inhalaénému podaniu ovalbuminu, ako aj intraperitonedlnemu podavaniu lie€iv. Zaroven
je potrebné zohladnit moZné zhorSenie stavu preZivajucich zvierat s modelom
»bronchidlnej astmy“. Vzhladom na druh ujmy (vyvolanie respira¢ného ochorenia) je
mozné predpokladat, Ze zvieratd mozu ojedinele reagovat’ zmenou spravania (mézu byt
izolované od skupiny, menej pohyblivé, nemat’ zaujem o okolie), mézu mat’ nizsi prijem
potravy a vody, mdZe sa objavit’ zjeZenie srsti a pod.

Klasifikdcia krutosti postupov projektu celkovo: ,.stredni®.

Preukazanie siiladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia:
Nahradenie (Replacement): Postupy projekiu nie je moZné vykonat' bez pouzitia
zvierat. Stidium zmien po vytvoreni modelov bronchiédlnej astmy a u&inkov réznych
typov liecby se v sudasnosti realizuje prevazne na mysiach, potkanoch a mor&atéch.
Ciastkové vysledky je mozné ziskat' aj Stadiom zmien na mySiach, tdto metodika viak nie
je pre nds vhodnd, nakol'ko je technicky a pristrojovo podstatne naroénejsia, dochadza pri
nej k vitSiemu Ghynu zvierat a vytaZnost' vysledkov je neporovnatelne niz$ia ako pri
postupoch na morcatich. Postupy nie je mo¥né nahradit ani in vitro metédami, ani
pouzitim poéitatovych simuldcii. PouZitie moréiat pre vytvorenie modelu bronchidlnej
astmy je optimalnym rieSenim pre dosiahnutie ciel'ov projektu.

Obmedzenie (Reduction): Na ziskanie validnych vysledkov pouZijeme 8 zvierat
vkazdej skupine, & povaZujeme za najniz§i mozny podet tak zhladiska
reprodukovatelnosti, ako aj z hladiska ziskania nevyhnutnych tdajov a objektivne
hodnotitelnych vysledkov. Mengi polet zvierat v jednotlivych skupinéch by mohol
zvyraznit  pdsobenie inter-individudlnych rozdielov s mozZnostou spochybnenia
objektivnosti vysledkov.

Zjemnenie (Refinement):

Priprava ,,modelu bronchiélnej astmy* sa u mor&iat v bdelom stave realizuje opakovanym
podévanim ovalbuminu ip., s.c. alebo inh. podla protokolu postupu. Po vytvoreni
modelu poddme lietbu i.p., a to denne 15.-21. defi, na 21. defi opakovan4 expozicia OVA

.

a nasledné usmrtenie zvierat podanim letdlnej davky anestetika a exsangvindcia.
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Tab. 2. Vieobecné hodnotenie welfare zvierat’a

Parameter Identifikdcia zvierata Skére

VzhPad Normalny 0
Absencia Sistenia srsti 1
Zjezena srst’, vytok z o&f a nosa 2
Piloerekeia, chulenie sa 3

Prijem potravy a vody | Normalny 0
Nepozorovany: telesna hmotnost | 0 <5 % 1
Prijima: telesnad hmotnost’ | 0 10-15 % 2
Neprijima potravu ani vodu 3

Klinické priznaky Normalna telesnd teplota (T), normalny srdcovy (S) | 0
a dychovy (D) rytmus 1
Mierne zmeny 2
Zmena T o 1°C, zmena S a D rytmu 0 30 % 3
Zmena T 02 °C, zmena S a D rytmu o 50 %

Prirodzené sprivanie Normalne 0
Mierne zmeny 1
Zviera menej pohyblivé a pozorné, izolované 2
Vokalizicia, sebamrzadenie, zviera nepokojné alebo | 3

B nehybné

Provokované spravanie | Normalne 0
Mierna depresia alebo mierne prehnané reakcie 1
Stredné zmeny v odakdvanom sprévani 2
Reaguje prudko alebo vePmi slabo, prekomat6zne 3

Skére 0-15

Na konci ka?dého $tandardne prebiehajiceho postupu je zviera usmrtené vedlicim
projektu alebo inou poverenou kvalifikovanou osobou podanim letalnej d4vky anestetika
(Zoletil+Xylariem) intraperitonealne s naslednou exsangvinaciou.

V pripade zhorSenia zdravotného stavu zvierata, ktoré presahuje mieru odakdvaného
zhorSenia stavu v stvislosti s vyvolavanym ochorenim, pogas realizécie postupu vediici
projektu na zéklade vysledného human end-point skére a po konzultacii s veterindrnym

lekdrom rozhodne o huménnom ukondeni postupu eutanaziou (podanim letalnej dévky
anestetika).

Tab. 3. Vyhodnotenie end-point skére

[O -4 Norma
5-9 Je potrebné stav zvierata starostlivo monitorovat’, zvaZit' podanie analgetik
alebo ingj lietby, konzultovat’ stav zvierafa s veterindrnym lek4rom,
10-15 Zviera trpi. Indikované eutanézia.

Znizenie (Reduction): Na ziskanie validnych vysledkov pouzijeme 8 zvierat v kazdej
skupine, o povazujeme za najnizsi mozny poéet tak z hl'adiska reprodukovatel'nosti, ako
aj z hladiska ziskania nevyhnutnych tdajov a objektivne hodnotitelnych vysledkov.
Mensi podet zvierat v Jednotlivych skupinich by mohol zvyraznit' pOsobenie inter-
individuélnych rozdielov s moznostou spochybnenia objektivnosti vysledkov.



Nahradenie (Replacement): Postupy projektu nie je mozné vykonat bez pouZitia
zvierat. Stidium zmien po vytvoreni modelov bronchidlnej astmy a Gginkov réznych
typov lietby sa v stcasnosti v celosvetovom meradle realizuje prevazne na mysiach,
potkanoch a mordatich. Ciastkové vysledky je moZné ziskat’ aj Stidiom zmien na
mySiach, tato metodika vSak nie je pre nas vhodna, nakolko je technicky a pristrojovo
podstatne néro¢nejsia, dochadza pri nej k vé¢S§iemu thynu zvierat a vytaznost’ vysledkov
je neporovnatelne niz$ia ako pri mordatach. PouZitie mordiat v tejto Studii umoziuje
realizovat’ vSetky planované vysetrenia pl'uc a inych orgénov, ako aj odber krvi na konci
postupu, kym pri pouZiti mensich zvierat (mysf) by sme boli nuteni pouzit’ vyS$i podet
zvierat v skupindch na to, aby sme ziskali relevantné mnoZstvo vysledkov. Postupy nie je
mozné nahradit” ani in vitro metédami, ani pouZitim po&itadovych simulécii. Pouzitie
mor¢iat pre vytvorenie modelu bronchilnej astmy je v naich podmienkach optimélnym
rieSenim.



