Priloha &. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Terapeutické uginky kondiciovaného média kmefiovych buniek na reparaciu
poskodeného tkaniva miechy: porovnavacia ex vivo §tidia.

Cislo Konania rozhodnutia o schvileni projektu: j[/’y/ ¥ 22/

Kradové slova v projekte (max 5 slov): organotypické rezy, regeneracia, neuralne
progenitory, mesenchymaélne kmetiové bunky

Utel projektu": a) zédkladného vyskumu,
b) transla¢ného alebo aplikovaného vyskumu s ciefom
1. zabrénenia, prevencie, diagnostiky alebo liegby chordb, pogkodenia zdravia alebo
inych neprirodzenych stavov &loveka, zvierat alebo rastlin alebo ich t¢inkov na Pudi,
zvieratd alebo rastliny,

Opisat’ ciele projektu: (napr. nie st este vysledky zfakéhoto vyskumu, nutnost’ jeho
vykonania z hl'adiska vedy, z klinického hl'adiska)

Cielom predkladaného projektu bude etablovanie ex vivo modelu traumatického poskodenia
CNS tkaniva v podobe organotypickych rezov miechy. V tomto modeli budeme sledovat
ucinky kondiciovaného média buniek (mezenchymovych kmefiovych buniek kostnej drene a
tukového tkaniva, neurdlnych progenitorov) na repardciu mechanicky po$kodeného tkaniva
miechy potkana. Efektivitu kondiciovanych médii vyhodnotime na zéklade preZivania a
proliferatného potencidlu gliovej populacie buniek, neurénov a prerastania nervovych
vlakien.

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

PoSkodenie miechy predstavuje neurodegenerativne ochorenie CNS vedice k poskodeniu a
,,::,,;L::f_z;ém_g;kuie_u;;éngyﬁoligo_dendrac—;ytoy;:astrocyiey;:V:sﬁéasnosti:neexistuj eZiadna-u¢inng-lie¢ba—————"
pre poranent miechu. Bunkovd terapia predstavuje kIi¢ova oblast’ regeneratnej mediciny s
ciefom najst’ vhodné zdroje transplantovanych buniek alebo ich produktov umoziiujucich
obnovu poskodeného tkaniva. Predpokladime, e ex vivo model mechanického poSkodenia
bude vhodnym postupom pri overovani potenciilnych terapeutickych stratégii traumy pred
potvrdenim uéinnosti vo zvieracom modeli bez nutnosti pouzitia pocetnych experimentdlnych
skupin zvierat.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poity:
V experimentoch budidl pouZité laboratérne potkany (Rattus norvegicus) kmeria Wistar,

v pocte v 50ks dospelych +300ks P1-P21 mladych zvierat na celd dobu rieenia.



Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rimeci vykondvania
projektu:
V tomto experimentdlnom modeli zvieratdm nebudii podédvané Ziadne chemické latky, nebuda

vystavené Skodlivému prostrediu, nepouZiji sa na nijaké invazivne alebo neinvazivne
pokusné tgely, vyuZiji sa vyluéne na ulely pouZitia ich orgénov a tkaniv. Vietky zdsahy

budi vykonané v celkovej izofluranovej anestézie (4%).

Predpokladana virovei krutosti: bez moZnosti zotavenia
Postupy vyuZivajiuce sa v predkladanom projekte sa budd vykonavat' v celkovej anestézii, po

ktorej zviera nenadobudne vedomie, nakol’ko zvieratd budu shiZit' ako zdroj tkaniv a buniek.

Uplatiovanie zasad 3R

V databaze ,European Centre for Validation of Alternative Methods ,,/ htip:/altweb.jhsph.edu/*
nebola ndjdend Ziadna alternativna metéda. Cielom price je porovnat terapeutické adinky
kondiciovanych médii * buniek (neurilne progenitory, mesenchyméilne bunky,) pri reparacii
traumatického poSkodenia nervového tkaniva v in vitro modeli, kiory reprodukuje kIidové aspekty
poskodenia vin vivo systéme, priom vkonetnom vysledku by mohol poskytniif' priestor pre
potencionalne lietebné postupy pred potvrdenim tidinnosti vo zvieracom modeli bez nutnosti pouZitia
podetnych experimentalnych skupin zvierat. Zaroveii ddjde aj k dodrZaniu zdsady zniZovania podtu
zvierat, ked’7e z jedného zvierata vieme siidasne izolovat’ viaceré typy buniek, poﬁebhé pre d’alSie
postupy pri tvoreni in vitro modelu reparicie traumatického poskodenia nervového tkaniva. Osoby
podielajice sa na experimente budi so zvieratami manipulovat maximalne ohladuplne, nebudi sa
vykonavat’ postupy, ktoré spdsobujil zvieratdm Ziadne utrpenie, bolest’ alebo strach.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: 4no  nie




Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu:
Nazov projektu:

“Vyselektovanie probiotickych kultir s efektivnymi modulaénymi vlastnostami pri potladeni
infekcie baktériou Campylobacter jejuni”
$65S / 1422/

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu:

Kiti€ové slova v projekte ( max 5 slov):
kurca, inflamazém, Lactobacillus, Campylobacter jejuni, mucin

Ucel projektu”: Zakladny vyskum
' Translagny alebo aplikovany vyskum
Regulacné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolénif geneticky zmenenych zvierat bez ich dalgieho pouzivania
v postupoch

Opisat ciele projektu:

V stcasnosti je venovana zvySend pozornost’ nielen samotnej infekcii s C. jejuni, ale aj
jej imunomoduldcii po aplikacii probiotik. Zaujem vyskumu je orientovany na pochopenie
ulohy inflamazému a néslednej aktivécie produkcie cytokinov a chemokinov v patogenéze
a inicidcii imunitnej odpovede.

V predkladanom projekte bude v in vivo postupoch u kur€iat testovany preventivny
ucinok dvoch bakteridlnych probiotickych kmefiov asice v 1. postupe Lactobacillus
Jermentum — Biocenol™ LF99 (CCM 75 14) av 2. Lactobacillus reuteri B6/1 na infekciu
Campylobacter jejuni. Overovanie prospesnosti  bakterilnych probiotickych kmefiov
vinterakcii s kampylobakterom bude zamerané predovSetkym na zistovanie, & v

:;:::w—i-.n:ﬂamazémerdo*ehédza:k:akti-véci—i*kaspazy-*lrenzy'rmu“ap‘opt‘c’)zy, ktory aktivuje prekurzory
zapalovych cytokinov IL-1B a IL-18, v sudinnosti so 3tidiom d'alsich imunologickych,
morfologickych a mikrobiologickych parametrov. Determinované zmeny budd zistované v
krvi, slezine, ceku, truse a svaloch, metédami polymerédzovej reakcie (RT-PCR), prietokovej
cytometrie, spektrofotometrie, histolégie, imunohistochémie a bakterioldgie.

U niektorych lactobacilov, vratane L. reuteri a L. Jermentum bola zistena inhibicia
adhézie patogénov k mucinu agregiciou in vitro. Bakteriologickym vySetrenim v in vivo
postupe bude moZné potvrdit' alebo vyludit tito skutodnost. Laktobacily produkuji aj
biologicky aktivne zlozky, ktoré médZu modulovat’ slizniénd imunitu hostitela, napriklad
aktivaciou protizdpalovych mechanizmov. L. reuteri méze konvertovat’ dietetickti zloZku L-
histidin na imunoregulagny signélny histanim, ktory supresuje produkciu prozapalového TNF.




V predoslom postupe pri testovani bakteridlneho probiotického kmetia Enterococcus
Jaecium ALAL in vivo u kurdiat, ktoré bolo vykonané po infekcii s C. jejuni bol preukazany
pozitivny vplyv na produkciu cytokinov imunokompetentnymi bunkami izolovanymi z krvi
a céka kuréiat.

Prinos z vykonaného projektu

Predpokladany prinos bude spoé&ivat’ v ziskani a prehibeni poznatkov mechanizmu
posobenia testovanych laktobacilov $tidiom inflamazému na infekeiu C. Jejuni v organizme
kur&iat, vplyvu uvedenych probiotickych bakteridlnych kmefiov na imunitny stav kuréiat bez
infekcie, aj po infekcii s Campylobacter jejuni a zistenia mo¥nosti ovplyvnenia kolonizécie
reva kur¢iat. V budicnosti by tieto poznatky mohli byt vyuZité na vyvoj lie¢ebného
pripravku pri prevencii zniZovania osidfovania &reva kampylobakterom jeho vytesnenim,
alebo ovplyvnenim skladby hlienovej vrstvy probiotickym kmefiom.

Druhy pouiitych zvierat a ich predbeiné poéty:

Do dvoch postupov bude zaradenych celkovo 240 kusov jednodiiovych brojlerovych kurgiat
hybridu COBB 500, zmiesaného pohlavia, rozdelenych do 4 skupin (n=30).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pousité zvierata v ramci vykondvania projektu:

Pocas sledovaného obdobia nebude branené kuréatam v prirodzenom spravani, buda dodrZané
Standardy umiestnenia, chovu a starostlivosti, vyruSovanie bude obmedzené iba na aplikaciu
probiotického a infek&ného kmetia baktérii, ddsledne bude monitorovany zdravotny stav
zvierat.

Predpokladana droveri krutosti:

Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme krutost postupov oznadit’ ako ,,strednu, bez
moZznosti zotavenia®,

Uplatnovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Z ddvodu sledovania interakcii medzi Campylobacter  jejuni (CCM  6191)

aLactobacillus reuteri B6/1 ¢i Lactobacillus fermenfum — Biocenol™ LF99 (CCM 7514)
vorganizme je pouzitie Zivych zvierat nevyhnutné. Jednym zd6vodov je detekcia
kolonizujtcich baktérii a ich poétov v &reve a féces, pripadne aj v pedeni, druhym doleZitym
dévodom je moZny vyskyt morfologickych zmien v &reve po aplikécii laktobacilov a
kampylobakteru.  Aplikdcia probiotickych laktobacilovych  kmefiov  zdrovedi s
kampylobakterovou koinfekciou méZe viest aj k zmendm parametrov v periférej krvi
a parenchymatéznych organov, preto je potrebné zaradit testovanie na zivych zvieratich.

2. Redukcia poétu zvierat:

Do postupu bude zaradenych 240 ks kurdiat, bude vykonanych 5. odberov, pre kazdy
odber a skupinu najmensi poget, na ktorom je moZné robit’ relevantné tatistické vyhodnotenie
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pre publikovanie v karentovych &asopisoch. Pri va&sich odberoch je pouzitie viacerych zvierat
nevyhnutné, nakolko budii vykondvané viaceré vySetrovacie met6dy a orgény u kurdiat vo
veku do 2 tyZdtiov, pogas ktorych postup bude trvat’. Pre zmysluplné vyhodnotenie vysledkov
je uvedeny polet zvierat nevyhnutny.

3. Zjemnenie:

Do postupu budu zaradené jednodiiové kuréata a infekcia bude vykonana na 5. deni
postupu ztoho dbvodu, Ze so stlipajicim vekom sa zvySuje rezistencia kurdiat na
kampylobakteridlnu infekciu. Niekedy u kur&iat nespdsobuje zjavné klinické priznaky.
V naSom pripade pbjde o vy$siu davku nizko invazivneho kmefia, ktory sa klinicky moze
prejavit’ iba slabou hnatkou, ale potencidlne s moZnosfou indukcie zmien detegovanych
genetickymi, histologickymi, imunologickymi a bakteriologickymi metédami.

V pripade vyskytu priznakov budd choré zvieratd prednostne pouZité na odber
biologickych vzoriek. Zvieratd nebudu opdtovne zaradené do postupu, pretoZe vietky budu
usmrtené a pouZité na odber vzoriek biologického materialu.

Na zvieratich sa nebudfi vykonavat zakroky, ktoré by boli bolestivé, alebo si
vyZadovali anestéziu.

V priebehu postupu bude zvieratim venovani $tandardnd veterinirna starostlivost’,
Kontrola bude vykondvana veterinarnym lekérom, zodpovednym za starostlivost’ o zvierata.
Zvieratam nehrozi ani predavkovanie ani intoxik4cia, jednd sa v podstate o $tandardné
postupy pre dany typ overovania pri zachovani vSetkych podmienok podPa prilohy &. 5 k
nariadeniu vlady &.377/2012 Z.z.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: nie




Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Nacvik merania pravokomorovej katéterizdcie a merania pravokomorového tlaku u
potkanov v celkovej anestéze

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: ”/@‘;0// 4¥ ’224

Uéel projektu: vysokoSkolské vzdeldvanie alebo odborné vzdeldvanie na U€ely ziskania, udrzania si
alebo zlepSenia zru¢nosti potrebnych na vykon povolania

Ciel projektu

Planujeme doktorandov a odbornych pracovnikov nautit vykon pravokomorovej katéterizicie a
meranie tlaku krvi v pravej komore srdca v celkovej anestéze.

Prinos z vykonaného projektu:

Tieto zru€nosti st nutné pre dlhodob(i samostatnt realiziciu postupov u doktorandov a odbornych
pracovnikov pri postupoch stvisiacich s experimentalnymi projektami s problematikou PAH rieSenych
na nadej katedre. Osvojenie si metodickych zruénosti pred vyuZitim postupov dlhodobo a kontinudlne
zaruci, 7e experimentdine zvierata budu vyuZité odborne a ziskané vysledky budd validne a vyuZitelné
pre vedeckd komunitu a, ako dufame, budd mat dopad aj na humannu diagnostickd a terapeuticki
prax.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné pocty : Potkany, samce rodu Wistar, 90 jedincov
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v ramci vykonavania projektu:

V postupoch sa planuje intraperitoneélna aplikécia avertinu Zvieratd mésu pri intraperitonedinej
aplikacii ldtok pocitovat krétkodobti bolest, ktord viak nebude vyznamne narusat pohodu, ani

_celkovy. stav.zvierat.-Dalej-meranie-saturdcie-krvi- kyslikom-pomocou-pulznej-oximetrie, ktoré nie je
bolestivé a predstavuje minimainu zatas. Samotné experimenty zamerané na zistenie funkcie srdca
budd vykondvané v hibokej celkovej anestézie, po ktorej zvieratd nenadobudnd vedomie a budd
humanne utratené.

Predpokladana droven krutosti:
slabé —pulznd oximetria, intraperitonealna aplikdcia avertinu

bez moZnosti zotavenia — meranie EKG a katéterizicia pravej komory v anestéze, sndslednym
utratendm v CO2.



UplatAovanie zisad 3R
1. Nahradenie:

Nakolko ide o experimentdlne postupy, v ktorych sa bude hodnotit saturdcia krvi kyslikom, EKG,
bazdlna a beta adrenergicky stimulovana funkciu pravej komory in situ, nie je moZné pokus vykonat
bez poufZitia zvierat. Po¢itaéové simuldcie nie st v tomto pripade vhodnym alternativnym spdsobom,
podobne ako in vitro pokusy, ked?e na bunkovych kultdrach nie je mozné relevantne posudit funkciu
kardiomyocytov, najmé v rémci pravej komory ako celku.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouzity minimdlny pocet experimentdlnych zvierat potrebny pre osvojenie si
metodickych zruénosti. 15 zvierat na jedného experimentétora je miniméiny podet, kedZe sa jednd o
preciznu a narocnl metodiku a je potrebné zaistit, aby budlce experimenty zahffiajice meranie
pravokomorového tlaku boli prevedené bezchybne, s validnymi a reprodukovatelnymi vysledkami.

3. Zjemnenie:

Osvojovanie si  postupov bude prebiehat pod dohladom skusenych experimentatorov.
Hemodynamické merania a EKG bud( vykondvané v celkovej anestéze, zvieratd budu huménne
utratené oxidom uhli¢itym V pripade zistenia nevhodnych neogakdvanych udalosti (napr. zavaina
porucha pristroja na meranie hemodynamiky) bude experiment ukonceny a nasledne predloZeny
novy projekt tak, aby sa zniZil pocet pouiivanych zvierat. Hemodynamické merania a EKG budd
vykondvané v celkovej anestéze, zvieratd budd huménne utratené oxidom uhlic¢itym.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu:  dse  nie




Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Molekuldrna a funkéné dynamika vztahu medzi endotelinovym systémom a
microRNA v monokrotalinom-navodenej plicnej hypertenzii u potkana

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4 0’S’Q//f$»/22//q,
Utel projektu: zakladny vyskum
Ciel projektu

Cielom projektu zistit charakter a dynamiku zmien komponentov endotelinového systému a expresie
mikroRNA v pltcnej artérii, aorte, pravej a favej komore srdca, ako aj v plazme poéas rozvoja pltcnej
hypertenzie navodenej monokrotalinom.

Prinos z vykonaného projektu:

Pficna artériovd hypertenzia je nevylieCitelné ochorenie s nizkou kvalitou ¥ivota a infaustnou
prognozou s vysokou a skorou mortalitou. Blizéie poznanie patogenézy ochorenia méie pomdct
zlepsit diagnostiku a hladat nové terapeutické postupy, ktoré by mohli zlepsit vyhliadky pacientov
s tymto zriedkavym ochorenim. MikroRNA by mohli byt markermi progresie ochorenia, ktoré byva
identifikované v neskorych $tadidch, a tie? terapeutickymi cielmi. Skord diagnostika by mohla viest
k skorému nasadeniu liecby, ¢o by sa mohlo odrazit na zlepdeni kvality Zivota i preZivania pacientov.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbe?né potty : Potkany, samce rodu Wistar 284
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufité zvieratd v ramci vykondvania projektu:

Ide o experimenty, kde sa hodnot{ vplyv dlhodobej lie¢by na fyziologické parametre ako elektrickd
a mechanickd funkcia srdca, analyza molekuldrnych zmien v kardiovaskularnom systéme a plazme. Je
potrebné vykonat experiment in vivo, teda na celom zvierati. V experimente sa planuje subkutdnna
aplikacia lieiv. Zvieratd moZu pri subkutannej aplikécii latok pocifovat kratkodobl bolest, ktord
nebude vyznamne narusat pohodu, ani celkovy stav zvierat. Samotné experimenty zamerané na
zistenie funkcie srdca budd vykonavané v hibokej celkovej anestéze, po ktorej zvieratd nenadobudnd
vedomie a budi huménne utratené. Celkovo sa oakdva podkodenie plic a srdca po podani
monokrotalinu, dudnost a zniZenie fyzickej vykonnosti a telesnej hmotnosti. V pripade nahleho
zhorSenia zdravotného stavu budu zvieratd humanne utratené.

Predpokladana droven krutosti:

vaienie zvierat —slaba

s.c. aplikdcia monokrotalinu — slab3

meranie saturdcie krvi kyslikom pomocou pulznej oximetrie - slaba

i.p. aplikcia anestetika avertinu —slaba

hemodynamické merania v anestéze — bez moZnosti zotavenia

dulnost a zniZenie fyzickej vykonnosti po dlhodobom pdsobeni monokrotalinu - stredna
Uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie:



Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit vplyv monokrotalinu (a pltcnej hypertenzie)
na histologické zmeny, molekuldrno-biologické parametre, EKG, bazélnu a beta adrenergicky
stimulovan( funkciu pravej komory in situ, nie je mozné pokus vykonat bez pouzitia zvierat.
Poditacoveé simuldcie nie st v tomto pripade vhodnym alternativnym sp&sobom, podobne ako in vitro
pokusy, kedZe na bunkovych kulttrach nie je mozné relevantne posudit funkciu kardiomyocytov,
najmad v ramci pravej komory ako celku. Rovnako nemo¥no hodnotit komplexné deje, akymi je rozvoj
plicnej hypertenzie, so sprievodnymi etiopatologickymi a kompenzaénymi funkénymi a
molekularnymi zmenami vo viacerych organoch stcasne.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouZity minimalny potet experimentdlnych zvierat potrebny pre Statistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. Poet v skupindch, ktorym je poddvany
monokrotalin a zvieratd st ponechané dlhgie, ne? jeden tyzdef, je urCeny na zaklade
predchadzajlcich vysledkov, ako aj inych autorov, ktori poukdzali na 40-50% dmrtnost po podavani
monokrotalinu, ako aj pripadnd perioperaéni mortalitu, spojenu s invazivnym zékrokom pri merani
pravokomorovej funkcie. Zvieratd, ktoré budt poufité na meranie pravokomorovej funkcie nie je
moziné pouZit na molekuldrne analyzy a histoldgiu, vzhladom na pbésobenie anestézy a dobutaminu,
ktory mdze dramaticky ovplyvnit génovi expresiu. Preto je nutné mat rovnako ovplyvnené skupiny
zvierat v prvej i druhej féze. Kontrolné skupiny sme zredukovali, ked¥e nepredpokladame zmeny v
molekuldrnych parametroch potas 12h, 1, 2 a 4 dni pésobenia placeba (vehikula monokrotalinu), a
ponechali sme len jednu kontrolnd skupinu k 12h, 1,2,4 dfAom pbsobenia monokrotalinu a separatne
kontroly len k 1, 2, 4 tyZdfiom p6sobenia monokrotalinu.

3. Zjemnenie:

Vysledky jednotlivych ¢asti Studie budi priebeZne vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych
neocakdvanych udalosti bude experiment ukonéeny a nasledne predloZeny novy projekt tak, aby sa
zniZil polet pouZivanych zvierat. Hemodynamické merania a EKG budd vykondvané v celkovej
anestéze, zvieratd budi humanne utratené oxidom uhli¢itym. Ked%e cielom nie je Stddium mortality,
ale sa najma v poslednom tyZdni oéakava dusnost, zniZenie fyzickej vykonnosti, mdZu byt zvieratd
humanne utratené eSte pred skonéenim pokusu, ak budd vykazovat akutne zhorienie stavu —
najeZena srst, apatia, miznutie socialnych foriem sprévania, neschopnost prijimat potravu, nahly
tbytok hmotnosti 0 15%-20% potas niekolkych dni (zvierata budi vésené kazdy den).
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Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlidy SR &. 377/2012 Z.z.
Nidzov projektu: /06 9/4:‘ -22 4
Imunizicia kralikov litkami BIOVENDOR

a) Informacie o ciel’och projektu vrdtane predpokladanej ujmy a prinosu, pocte
a typoch zvierat.

CiePom projektu je ziskavanie hyperimtnneho séra po imunizacii kralikov pre aplikovany
vyskum pri vyvoji a vyrobe diagnostik, z ktorych sa budi purifikovat’ protilatky. Ziskané
protilatky sa pouZiji pri vyvoji a vyrobe komerénych ELISA kitov pre humannu medicinu.
Tieto sa planuju vyuZivat’ pri detekeii proteinov, ktoré su sudastou metabolickych procesov
v I'udskom tele, ako aj procesov tvorby nddorov.

Ocakévanym prinosom projektu bude rychla a pomerne jednoducha diagnostika zdvaZnych
ochoren a patologickych stavov v humannej medicine. Na ziskanie krvnych sér s planovanym
vyuZitim pri vyrobe diagnostik pre zistovanie ochoreni Cloveka prinos projektu vyrazne
prevySuje ujmu u experimentélnych kralikov.

Predpokladand ujma na pouzitych zvieratdch bude len v diskomforte pri fixacii krélikov
pocas aplikdcie antigénov i odberoch krvi pocas postupov. Samotny tkon viak bude
kratkodoby nespdsobujici dlhodobi bolest, utrpenie alebo stres a bez potreby podania
celkovej anestézie i analgetik. V pripade vyskytu bolestivych stavov sa pouzije analgetikum
Novasul.

V jednotlivych ¢astiach projektu sa pouzije celkom 300 dospelych kralikov, samcov i samic
(kmeii Hyl - Novozélandsky biely x Kalifornsky kralik) vo veku 4-6 mesiacov. Imunizécia
kralikov sa vykoné injekénym podanim antigénu v adjuvanse subkutdnnou aplikaciou do
lopatkovej oblasti na chrbte. Zvieratd budd fixované vo fixaénych klietkach v kratkom
Casovom tseku, aby sa nevyvolaval zbytolny stres a bolest. Za ugelom ziskavania krvného
séra sa uskuto&nia odbery krvi z usnej artérie. Kraliky sa budi fixovat’ vo fixaénych klietkach
a zakrok sa vykon4 v &o najkrat§om &ase.

b) Preukdzanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V sticasnej dobe neexistuje validovana alternativna metéda produkcie krvného séra pre
vyrobu medicinskych produktov. V medzindrodnych databézach (ECVAM, NC3R) sa
zistovali alternativne metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentdlnych zvierat. Pre
ziskavanie krvi nie je mozné v projekte nahradit’ navrhnuty animalny model alternativnymi

meto i&@;@&;@lﬁéﬂ@nd@qu@systematieky;najnizi-éie'—vpostaveny’ff';druhéf'vhodﬁ}'f?""’f”e’"'Zl’ék?a’iféﬁié*“ ‘

dostatodného mnoZstva krvného séra.

Zdsada obmedzenia pocltu zvierat (reduction)

Projekt je pldnovany s minimalnym podtom experimentalnych kralikov tak, aby nebol
ohrozeny ciel’ projektu a bolo zabezpetensé dostatoéné mnoZstvo krvného séra potrebného pri
vyrobe diagnostik. PouZiju sa samci g samice, aby sa nemuseli zvierata z chovu vyrad’ovat’
pre medzipohlavné rozdiely. V ramei $etrenia sa nebudy zarad'ovat’ nové jedince do skupin
jednotlivych antigénov, ak zdravotny i kondiény stav umozni pouzit’ overeného kralika.
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Zdsada zjemnenia (vefinement)



Nakolko pri pouziti opakovanej davky jednotlivych antigénov pre zvieratd v danej
skupine sa jedna o dlhodoby projekt, v ktorom dobry zdravotny stav a dobrd kondicia zvierat
hrajii vel'mi délezitd Glohu, starostlivosti o zvieratd ako i manipuldcii s nimi sa bude venovat
velkd pozornost’. Zvieratd budd ofetrované skisenymi pracovnikmi a budg pod neustdlym
dohPadom veterindrneho lekara. Kraliky budi mat k dispozicii dostupné prostriedky
zlepujtice ich Zivotné podmienky v projekte. Postupy pouZivané pri apliké4ciach i odberoch
krvi maji nizku vrovet z hl'adiska spdsobenej bolesti a stresu a budt; takties vykonavané
skusenym pracovnikom s dlhoro¢nou praxou. Pri vyskyte bolestivych stavov sa postihnutému
jedincovi podé prostriedok na znienie bolesti (Novasul). Eutanazia sa vykond bezbolestne
v hibokej celkovej anestézii.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: nie

2/2
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Priloha Il

Netechnické zhrnutie projektu

Niazov projektu: Mechanizmy zahrnuté v endotelovej dysfunkcii indukovanej kyselinou
mocovou v zavislosti od veku a genetickej predispozicie k hypertenzii

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:1087/17-221
KIi€ové slova v projekte (max 5 slov): endotel, hypertenzia, kyselina mo&ov4, SHR, WKY
Utel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Stidie poukdzali na vyznamny vztah medzi zvySenou koncentraciou kyseliny mod&ovej (XM)
v krvi (hyperurikémiou) a kardiovaskuldrnymi ochoreniami (KVO), vratane hypertenzie.
Stale je vak nedostatok informécii o mechanizmoch, ktorymi kyselina mo&ova moZe viest’ k
poskodeniu cielovych organov. Hyperurikémia (HU) pridruZena k hypertenzii je spojend s
endotelovou dysfunkciou. Mechanizmy, ktorymi hyperurikémia vyvolava endotelovii
dysfunkciu v3ak objasnené nie st. Cielovou §truktirou projektu je preto endotel
kardiovaskuldrneho systému a jeho produkty s relaxaénym a konstrikénym Géinkom. Tento
projekt sa zameriava na objasnenie vzt'ahov hyperurikémie a artériovej hypertenzie, najmé z
pohl'adu endotelovej funkcie. Cielom je priniest nové vysledky objastiujuce dopad zvysene;
koncentracie kyseliny modovej na endotel a odhalif’ tak mechanizmy, ktoré sa moéZu
uplatfiovat’ pri endotelovej dysfunkcii v konduktivnych a malych rezistentnych artéridch
izolovanych z peri-pubertdlnych a dospelych normotenznych, prehypertenznych a
hypertenznych potkanov. Vysledky prispeju k poznaniu patofyziologickych mechanizmov
hyperurikémiou-indukovanej endotelovej dysfunkcie.

Cielom predkladaného projektu je komplexné sledovanie kyselinou mocovou-indukovanych
zmien vo funkcii endotelu r6znych ciev izolovanych zo samcov potkanov — normotenznych,
hrani¢ne hypertenznych (tj. prehypertenznych) a potkanov zat'aZenych hypertenziou. Projekt
umozni zhodnotit’ $pecifické zmeny vo funkcii endotelu v ddsledku zvySenej koncentricie
kyseliny mocove] unormotenznych, prehypertenznych a hypertenznych zvierat t6znych

vekovych kategérii a mal by odhalit doteraz mélo znime mechanizmy v endotelom
sprostredkovanej reguldcii kardiovaskuldrneho systému pocas hyperurikémie. Bunkové
mechanizmy, podielajice sa na vyvoji endotelovej dysfunkcie podas hypertenzie a
hyperurikémie, doteraz nie st celkom znime a dostupné literarne idaje st kontroverzné. Pri
pokusoch ozrejmit tlohu endotelu v tychto stavoch boli pozorovan€ rozmanité vysledky.
Uvedené skutognosti determinujii aj nae ciele &o najkomplexnejdie zhodnotit' kyselinou
mocovou podmienené zmeny funkcie endotelu, a to v zavislosti od veku a tlaku krvi.



Prinos z vykonaného projektu:

Doteraz nie je jednoznacne identifikovand pozicia KM ako protektivneho (vzhI'adom na jej
antioxidaéné vlastnosti) alebo rizikového faktora, resp. ako inertného markera pri rdznych
chorobnych stavoch a to najmé z pohPadu endotelovej funkcie. Odpoved’ na tito otazku je
viak nesmierne déleZitd, nakolko endotelova dysfunkcia je prvym krokom vo vyvoji
aterosklerdzy. TaktieZ pre nedostatok ddkazov v stéasnosti neexistujui odportidania &i lie&it
alebo nelie€it’ asymptomaticktl hyperurikémiu pridruzenn k hypertenzii alebo prehypertenzii.
Ocakava sa, Ze klinicko-experimentélny vyskum hyperurikémie v blizkej budticnosti zmeni
pohlad na potrebu farmakologickej lie¢by najmé asymptomatickej hyperurikémie.

K vysvetleniu niektorych nejasnosti v patomechanizmoch KM-indukovanej endotelovej
dysfunkcie, resp. KM-indukovaného zhorgenia endotelovej dysfunkeie pri hypertenzii moze
prispiet’ aj experimentalny vyskum na zvieracich modeloch. Tento projekt prinesie nové
poznatky o tllohe KM v (pato)mechanizmoch uplatiiujticich sa v modifikacii funkcie endotelu.
Vzhladom na predpoklad, Ze zvySend koncentrdcia KM spdsobuje endotelovi dysfunkciu
najmé v pritomnosti d’alsich rizikovych faktorov (napr. pri hypertenzii), ale aj vzhPadom na
jej antioxidatné vlastnosti, zdmerom navrhnutého projektu je zistit' &i akitne vystavenie
izolovanych ciev zvySenej koncentrdcii KM vedie k zlepSeniu endotelovej funkcie alebo k
endotelovej dysfunkeii resp. jej zhorSeniu, a nasledne odhalit’ mechanizmy KM-indukovane;j
endotelovej dysfunkcie na izolovanych konduktivaych ako aj rezistentnych artériach
ziskanych z experimentdlneho modelu esencidlnej hypertenzie a prehypertenzie a ich
normotenznych kontrol. Vysledky projektu mdZu prispiet’ k informacidm o mechanizmoch,
ktorymi KM méZe sprostredkovat’ poskodenie cielovych organov, pricom tieto znalosti mdzu
byt’ rozhodujuce pre d’al§f osud pacientov. Stadium funkénych zmien endotelu a identifikécia
faktorov, ktoré vedi k dysfunkcii endotelu, prinesi nové informacie o patogenéze
aterosldérézy a mozZnostiach ovplyvnenia endotelu, o vyrazne prispeje ako primarnej tak aj
sekundarnej prevencii KVO a tym aj zniZeniu ndkladov na lie¢bu ochoreni stvisiacich s HU.

Originalita predkladaného projektu je zaloZend na komplexnom zhodnoteni funk&nych,
molekularnych a biochemickych zmien endotelu v pritomnosti zvysenej koncentréacie kyseliny
mocovej a to v pritomnosti alebo nepritomnosti hypertenzie resp. prehypertenzie. Na zéklade
znamej heterogenity vlastnosti endotelu, ktoré st zavislé od velkosti a typu ciev, v nafom
projekte zhodnotime rbzne typy ciev, &o ndm umoZni_integrovany pohl'ad na kyselinou

mocovou podmienené zmeny v cievnom systéme. Takdto komplexn4 §tidia, hodnotiaca rézne
typy ciev z vysokotlakového a nizkotlakového systému, doteraz nebola uskutoénend. Ziskané
poznatky by mali podporit’ hypotézu, Ze endotel je cielovou $truktirou pre novil stratégiu
ochrany kardiovaskularneho systému aj podas asymptomatickej hyperurikémie a nezavisle od
pritomnosti hypertenzie a prispie novymi poznatkami o mechanizmoch pogkodenia
vaskulatiry poéas hyperurikémie. Vysledky pokusov, najmi odhalenie moZnych
mechanizmov prispievajtcich k vzniku endotelovej dysfunkcie, mozu byt’ délezité pre d’alsi
rozvoj novych lie¢iv za uéelom ochrany endotelu a zabranenia po$kodeniu ciev, najméi
aterosklerézou.



Druhy pouZzitych zvierat a ich predbeimé poéty: Potkan laboratérmy (Rattus norvegicus),
plemeno Wistar-Kyoto (WKY) potkan: 42 kusov, hrani¢ne hypertenzny potkan (BHR): 42
kusov a spontdnne hypertenzny potkan (SHR): 42 kusov, samce. Predpokladany celkovy
pocet potkanov je 126 kusov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pou%ité zvieratd v rameci vykonavania
projektu: Pocas neinvazivneho merania hemodynamickych parametrov sa s potkanmi
zaobchddza Setrne, avSak moZe dochadzat’ k miernej nepohode a strachu. Podas celého trvania
projektu nepredpokladdme nepriaznivy vplyv na zvieratd.

Predpokladana airoven krutosti: slaba

rutinnd _starostlivost’ a véZenie - slaba krutost (kratkodoby mierny stres spOsobeny
manipuléciou, Ziadna bolest’, trvanie 1-5 minut)

meranie hemodynamickych parametrov neinvazivne na chvoste - slabd krutost (kratkodoby
mierny stres spésobeny manipuldciou a miernym obmedzenim pohybu, Ziadna bolest’, trvanie
5-8 mintt)

usmrcovanie zvierat na konei postupu, po uvedeni do bezvedomia sa vykons dekapiticia -
Zvieratd budi znecitlivené celkovou anestéziou do hlbokého bezvedomia udinkom oxidu
uhli¢itého (COz) - slabd krutost. Pri znecitliveni buda zvieratd umiestnené do Speciélne
kon§truovanych komér az po dosiahnuti najvy$ej moZnej koncentricie oxidu uhligitého v
komore privadzaného zo zdroja 100%-ého CO; tak, aby sa vylugilo poranenie zvierat a bolo
mozné ich vidiet. CO; sa aplikuje skisenym pracovnikom s dlhoroénou praxou. Zvierata
budl huménne usmrtené tak, Ze najprv budd vystavené param COz, a7 do straty vedomia, aby
sa minimalizovala bolest, utrpenie, tizkost a strach, ndsledne sa usmrtenie uskuto&nd
dekapitaciou v celkovej hlbokej anestézii — kategéria krutosti: slaba

Uplatnovanie zasad 3R

1. Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)
Funkénd, ako aj biochemicka heterogenita vlastnosti endotelu (zvisl4 od typu a velkosti ciev
vorganizme) bohuzial neumoZfiuje v naSom projekte nahradif animalny model
alternativnymi metédami, ktoré by nahradili podmienky v in vivo modeloch. Pre sledovanie
nami vytyéenych cielov nie je moZné pouZit' poéitadovy model zvierata a najvhodnej$im
modelom je laboratérny potkan. Vedeckym odévodnenim pouZitia potkanov na experiment je,
Ze su to zivé organizmy poskytujiice dynamicky systém avdaka svoje] podobnosti v

zékladnej stavbe aj funkcii srdcovocievnej ststavy s Slovekom, st vhodné na objasnenie
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pridin—fyziologickyech—a=patofyziologickych—problémov—TmrAtiie] mediciny. Spontanne -
hypertenzny potkan (SHR) je najvhodnej§im a najdastejsie pouZivanym laboratérnym
modelom pre vyskum l'udskej esencidlnej hypertenzie (EH). Patogenéza hypertenzie u SHR
sa v mnohych aspektoch podob4 EH u Pudi a preto je vhodnym modelom pre jej funkéné a
biochemické Stidie. Ako model prehypertenzie pouZijeme model potkanov s hraniéne
zvySenymi hodnotami tlaku krvi tzv. hraniéne hypertenzné potkany (BHR), ktoré su z
hladiska experimentdlnej prdce mimoriadne vyhodné, vzhPadom na skutoénost’, Ze
hypertenzia e$te nie je u BHR plne rozvinutd. V projekte sme ako normotenznt kontrolu
zvolili kmetl Wistar-Kyoto potkanov podla literarnych tdajov.

V overenych medzindrodnych registroch alternativnych metéd (Alternatives to Animal
Testing: ECVAM: https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/, PubMed:
https://www.ncbinlm.nih.gov/pubmed/, ALTBIB: hitps://toxnet.nlm.nih. gov/altbib.html,
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JRC: https://ihep.jre.ec.europa.eu/search, IAAPEA: http://www.iaapea.com/alternative.php,
USDA: https://www.nal.usda.gov/) sme hlPadali alternativne metody, ktoré by nahradili
pouZitie experimentdlnych zvierat. Pre sledovanie nami vytyenych ciefov nemame ind
mozZnost ako pouZit’ laboratérnych potkanov.

2. Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym poétom experimentalnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu a bola zabezpetena reprodukovatelnost a validita pokusu pre fyziologické,
a biochemické analyzy, ich §tatistické vyhodnotenie a aby boli zavery vSeobecne prijatelné.
Projekt je zostaveny tak, aby sme dosiahli &o najvagsi poéet vysledkov pre Statistick analyzu
pri ¢o najmenSom poéte experimentdlnych zvierat. V experimentoch je zabezpedeny
optimalny pocet experimentdlnych zvierat na zéklade analyzy Statistickej sily ako aj na
zéklade naSich predchédzajicich experimentov.

Po humannom usmrteni zvierat sa okrem ciev odoberie maximalne mnoZstvo vzoriek (krv,
dalfie tkanivd a orgény) na sledovanie funkénych, biochemickych ako aj molekuldrmo-
biologickych parametrov.

3. Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieratd budi chované v modernom, schvélenom pokusnom zariadeni s chovom zvierat pre
vlastnti potrebu s maximalnym komfortom. Zvieratd budt pod stdlou kontrolou zmluvného
veterindrneho lekéra. Osoby, ktoré budu manipulovat’ so zvieratami, maji viacroéné
skusenosti. Zvieratd budu umiestnené v stalych socialnych skupindch az do konca postupu.
Potkany v priebehu postupu prezivaju mierny stres, ktory budeme minimalizovat Setrnym
zaobchadzanim a obohatenim prostredia predmetmi na hru a ohryzovanie. Zvieratéd v danom
projekte nebudu vystavené utrpeniu. Usmurtenie bude prebiehat bezbolestne v hibokej
celkovej anestézii. Zvieratd sa najskoér vystavia uéinku oxidu uhliditého v uzavretej nadobe aZ
do straty vedomia. V hlbokom bezvedomi budt nasledne dekapitované, odoberie sa im krv a
po otvoreni hrudnej a brudnej dutiny budti odobraté prislugné cievy a d’alsie tkaniva a organy.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schvalovaniu:  nie
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Nazov projektu: Overenie antiparazitického, hepatoprotektivneho a antifibrotického vicinku
cistych prirodnych ldrok: silybin, dehydrosilybin a silychristin samotnych a v kombindcii

s antihelmintikom albendazol na modelovom ochoreni vyvolanom larvami pdsomnice
Mesocestoides vogae.

Ukel projektu:
b/translacény alebo aplikovany vyskum s ciefom
1. zabrdnenia, prevencie, diagnostiky alebo lie¢by chordb, poskodenia zdravia alebo inych
neprirodzenych stavov &loveka, zvierat alebo rastlin alebo ich Géinkov na Pudi, zvierata
alebo rastliny,

Ciele projektu: Overit' wéinky silymarinovych flavonolignanov: silybin, dehydrosilybin
a silychristin samotnych a v kombinacii s albendazolom na modelové parazitické ochorenie
vyvolan€¢ inokuléciou lariev pasomnice Mesocestoides vogae. Projekt mé za ciel’ komplexne
vyhodnotit’ vplyv tychto latok samotnych a v kombindcii s antilmintikom albendazol.
Prinosy: V sulade so su¢asnym trendom vo farmakologickom vyskume pri chronickych
ochoreniam s komplexnou patolégiou a supresiou imunitného sa overi aj synergisticky 0¢inok
kombinovanej lie¢by. Prinosom bude origindlne zistenie U¢inkov lie¢by na redukciu podtu
lariev v pedeni a peritonealnej dutine, ochranného Gdinku na bunky pecene pred oxidaénym
stresom, ktory vyznamne prispieva k fibrogenéze pedene podas infekcie parazitmi. Prinosom
budi informécie o tuéinku na imunitné bunky v peéeni podas infekcie, ktoré sa tier
vyznamnou mierou podielaji na patogenéze a chronicite ochorenia. Larvdlne &$tidia
helmintov, vratane pasomnic, si v priebehu evoltcie vyvinuli mechanizmy umoZiujice
dlhodobé preZitie v hostitePskom organizme v dbsledku potladenia akutneho zapalu a d’al§ich
mechanizmov veducich k zlyhaniu fyziologickych funkcii organizmu. Uvedeny modelovy
druh pdsomnice ma schopnost’ nepohlavného rozmnoZovania, podobne ako medicinsky
vyznamné druhy pasomnic, pri ktorych je si€asna monoterapia zdihava, &asto nedostatoéns
a spOsobuje nepriaznivé vedlajsie tdinky. Albendazol je antihelmintikum, ktory Specificky
pOsobi na cytoskeletom buniek parazitov ale pdsobi negativne aj na bunky hostitel'a a larvami
vyvoland imunosupresia imunitného systému sa tie? podiela na obmedzenej Gdinnosti liecby.
Silymarin je latka izolovana z rastliny  Silibum mariannun  a predstavuje zmes
flavonolignanov: silybin, silychristin a dehydrosilybin, ktoré buda v pokuse aplikované ako
Cisté latky. Bolo dokézané, Ze tieto silymarinové flavonolignany majii  vyznamny
imunomodulaény, protirakovinovy a antioxidaény uéinok tym, Ze ovplyviluji mnohé
receptory, transkripéné faktory a signalnej drahy vréznych bunkdch cicavcov aj
v podmienkach in vivo u my$i, priom G¢inky na larvy podas infekcie nie st zndme. Vysledky
z predkladaného experimentu ukazu vyhody aplikicie in vivo avysvetlia sa stéasne aj
kIa¢ové imunologické a patologicke mechanizmy pdsobenia oboch l4tok na hostitela. Tie
budu predstavovat informécie pre d’alsie predklinické testovanie u Pudi.

Ujmy: Ked'Ze larvicidny u¢inok uvedenych l4tok podas infekcie nebol overeny a nie je zndma
ich farmakokinetika u infikovanych mysi, neda sa predpokladat’ &i vietky latky preukazu
signifikantny antiparaziticky u¢inok. Na druhej strane ich pozitivny G&inok na bunky hostitel’a
je vysoko pravdepodobny.

Celkovy pocet a typ zvierat: 70 ks, mysi inbrédneho kmetia BALB/c, pohlavie samice.

Dodrziavanie zasad 3 R



Zasada nahraditelnosti zvierat: Laboratérne mysi kmefia BALB/c su vaimavym kmefiom vo&i
infekcii larvalnym $tddiom pasomnice Mesocestoides vogae, u ktorych larvy infikuju peéest
a peritonedlnu dutinu. Zivodiine modely vnimavé voéi infekcidm helmintami umozZiuju
Studovat’ komplexne hostitel'sko-parazitické interakcie aich ovplyvnenie liedivami a inymi
latkami, ¢o nie je moné nahradit metédami in vitro. My§ zérovedl predstavuje najniz$i
cicav¢i model, na ktorom je mozné experimenty vykonat'.
Zésada zjemnenia pokusu pouZitim anestézie a analgetik: Zdsada ,zjemnenia® bude
dodrZiavand v plnej miere. Zvieratd budd v prvej etape ziskané z chovného zariadenia a bude
im umozZnend féza adapticie na prostredia zvieratnika. V druhej etape budt zaradené zvierats
z vlastného chovu, a preto su zvyknuté na pritomnost’ ¢loveka spojent s beznymi dennymi
procedirami a manipuldciou (&istenie, kimenie, napajanie, kontrola zdravotného stavu).
Zvierata budu chované v Standardnych podmienkach, nevyvolavajicich stres a budd im
poskytnuté vhodné hraéky. Ordlne podanie latok resp. infekcia Zivymi larvami bude vykonana
sktsenou technickou pracovni¢kou, bez podania anestézie, pretoZe zvieratd pri tomto procese
nebudu vystavené dlhodobym bolestivym podnetom. Po aplikicii latok a infekcii sa
nepredpokladé zhor§enie zdravotného stavu zvierata a nie je potrebné pouzivat’ analgetika.
Zasada zniZovania po&tu zvierat: Naplénovany podet na jednotlivé odberové dnj je vysledkom
Co najvécsej minimalizécie, pricom sa berie do Gvahy potreba dostatoéného mnoZstva vzoriek
na naplanovanu rozsiahlu skupinu analyz a testov. Bolo potrebne brat’ do uvahy aj $tatistické
- vyhodnotenia vysledkov s potrebnym mnoZstvom d4t scielom zamedzif opétovnému
opakovaniu celého pokusu.

Klasifikdcia krutosti postupov:

1. Slaba:

1) subkutdnne, intramuskuldrne, intraperitonedine podavanie ldrok, poddvanie Idrok cez sondu
a intravendzne poddavanie ldrok cez povrchové krvné cievy, ak ldtka mdé len slaby vplyv na
zviera a jej objemy sil v rdmci limitoy primeranych pre velkost a druh zvierata,

Zvieratd budi sondou infikované malym poétom lariev a podas trvania experimentov sa
vyvinie len menej intenzivna infekcia, ktord nespdsobi zvieratam vazne zdravotné problémy.
Podévanie antihelmintika a silymarinovych flavonolignanov sa uskuto&ni oralne sondou pri
vedomi a nespdsobi zvieratdm bolest’, resp. len slabi a kratkodobd. Podas experimentu
neddjde k ziadnym obmedzeniam $tandardov na umiestnenie, chov a starostlivost’.

VyZaduje/nevyzaduje sa spitné posidenie projektu.




NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU: (6 0//,7’7‘{ 22/

Nazov projektu:
Kontinuilne pasaZovanie larvilnych Stadii Echinococcus multilocularis a Echinococcus
granulosus na laboratérnych zvieratich pieskomil mongolsky (Meriones unguiculatus).

Uéel projektu:
Zakladny vyskum a aplikovany vyskum s cielom diagnostiky a lieGby chordb, poskodenia
zdravia alebo inych neprirodzenych stavov &loveka a zvierat.

Ciele projektu: Cielom projektu je kultivacia izolatov Echinococcus spp. ziskanych od
huménnych pacientov za ufelom potvrdenia diagnézy v nejasnych a spornych pripadoch
(biologicky pokus) aich nasledné udrZiavanie scielom ziskania dostatoéného mno¥stva
larvalnych $tadii na pripravu $pecifickych antigénov potrebnych na diagnostiku ochorenia u
l'udi sérologickymi metodami.

Nakol'ko mnoZstvo vzoriek ziskanych od pacientov pri chirurgickom zikroku alebo biopsii je
Casto velmi malé, kultivacia na pieskomiloch navy$e umozni ziskanie dostatoéného mnostva
materialu z jednotlivych izolatov na ich d’al§ie analyzy, genotypizaciu kmefiov cirkulujucich na
tzemi Slovenska a ich porovnanie s genotypmi vyskytujicimi sa v inych &astiach sveta.

Prinesy: Echinokokoéza je zavazné ochorenie ludi, ktorej vEasnd a spravna diagnostika
vyrazne zlepSuje prognozu a moZnosti terapie pacienta. PasaZovanie a kultivacia infekénych
Stadii pasomnic rodu Echinococcus umoZni ziskanie dostatoéného mnoZstva materialu na
pripravu Specifickych antigénov na diagnostiku ochorenia. Izolaty budi zérovett v ramci
zakladného vyskumu pouZité na ich charakteriziciu a genotypizaciu kmeiiov cirkulujucich na
uzemi Slovenska.

Ujmy: Pocas projektu bude pouzity humanny spdsob manipulacie so zvieratami. Infekcia sa
bude vykonavaf pri plnom vedomi zvierat, bez anestézie formou intraperitonealnej aplikacie,
ktora je velmi kratka a nespdsobuje zvieratdm va¥ny stres a nepohodu, preto im nebude
spdsobena Zziadna védZna ujma. NavySe, znecitlivenie pri infikovani by pre zviera
predstavovalo vagsi stres ako samotny zikrok a mdZe mat neZiaduce vedlajsie ucinky. Po
ukonéeni kultivacie budu zvierata humanne usmrtené cervikalnou dislokaciou, nakol'ko odber
larvalnych stadii pAsomnic z dutiny brudnej si vyzaduje usmrtenie zvierat.

Celkovy pocet a typ zvierat: Pieskomil mongolsky (maximalne 20 ks/rok)

Dodrziavanie zasad 3 R

Zasada nahraditelnosti zvierat: Zvierata budi pouzité na in vivo kultivaciu vyvinovych §tadii
parazita v minimalnom pocte. Tento vyvoj vyZaduje hostitela. Zvoleny druh pieskomil
mongolsky (Meriones unguiculatus), je vnimavy na infekciu, pric¢om ochorenie pomerne dlho
prebieha bez vatSich klinickych priznakov. Hlavnym priznakom dostato&ného vyvinutia
larvalnych $tadii pasomnic je zvadSenie dutiny bruinej, ktoré je Iahko rozpoznatelné, &o
umoziiuje ukonéenie pasdzovania aby zvierata netrpeli.

Zasada zjemnenia pokusu pouzitim anestézie a analgetik: Podas kontinualneho pasiZovania
kmefa parazita sa so zvieratami manipuluje len jednorazovo, ato potas nakazenia, ktoré sa
vykonava intraperitonedlnou aplikaciou infekéného materidlu. Jednd sa o kratky a pomerne
bezbolestny zakrok, ktory si nevyZzaduje anestéziu, ktord by pre zviera mohla predstavovat
Vvacsi stres, ako injekcia samotna. V nasledujticich tyZdiioch, podas ktorych sa u zvierat vyvijaju
infek¢né Stadia parazita, sa so zvieratami manipuluje vyluéne v ramci kazdodennej opatery




a starostlivosti anie su vystavené bolesti, ani utrpeniu, nie je preto potrebné podavanie
utiSujucich prostriedkov. Denne sa sleduje ich zdravotny stav av pripade pritomnosti
klinickych priznakov ochorenia si humanne usmrtené cervikalnou dislokaciou.

Zasada zniZovania podtu zvierat: PoCet zvierat Ziadanych pre pasiZovanie parazita je zvoleny
ako minimalny moZny, vzhladom na to, ¥e su€asne planujeme pouZit na infekciu maximalne
20 jedincov rocne. Tento polet je nevyhnutny z dévodu zabezpedenia dostatoného mnozstva
parazitarneho materialu na pripravu antigénov pre diagnostiku ochorenia, ktor4 sa vykonava na
nasom ustave. Men$i poCet zvierat by mohol znamenaf, e v pripade, ak by bolo nutné
niekol'ko zvierat utratit' pre zhorSenie zdravotného stavu, alebo v pripade ich uhynu skor, ako
dojde vvyvinu do fertilného §tadia, by sme stratili kmed, Go by viedlo k problémom
s opatovnym ziskanim takéhoto materialu.

Klasifikacia krutosti postupev: slaba krutost’
VyZzaduje/nevyzaduje sa spiitné posiidenie projektu.

Projekt nie je potrebné spatne postdit,, nakol’ko sa pri jeho realizacii vyuZivaju iba postupy
s krutostou klasifikovanou ako slaba krutost’ a nie sti pri nich vyuZivané primaty.



Priloha ¢. 2
NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU: 660 19 -227 o
Nézov projektu: Stidium farmakokinetiky nového typu adjuvansu.

Ciele projektu pokusu a predpokladand ujma a prinosy: Projekt bude zamerany na
overenie Uéinnosti antirabickej vakciny s vyuzitim nového typu adjuvansu proti besnote a
d’aldim lyssavirusovych infekciach. ako aj moznosti jej ovplyvnenia.

Prinosy: Vakcinacia je jednym z najdélezitejdich preventivnych opatreni, vykonavanych pre
zabezpeéenie ochrany — imunity proti infekénym chorobdm. Overenie u¢innosti antirabickej
vakeiny s vyuZitim nového typu adjuvansu je nevyhnuiné vykonatf v laboratomych
podmienkach na laboratérnych zvieratach, ktoré su jedinym modclom umoZiujiucim sledovat
detailny vyvoj imunitnej odpovede na vpraveny protekény antigén, ktory je potencovany
novym typom adjuvansu. Laboratérme mySsi st najvhodnej$im modelom na ziskanie
relevantnych $tatisticky vyhodnotitelnych vysledkov.

Ujmy:

1. tast’ projektu — Stanovenie protektivnej aktivity antirabickych vakcin (metéda NIH na
mysiach)

Zvieratd budu imunizované intraperitonedlne jednorazovou aplikdciou, Co je zakrok
nebolestivy a nevyzaduje si pouzitie analgetik. Zvieratd na 14. den po vakcinacii budu
intracerebralne &elenzované lyssavirusovym kmeiiom, resp. kmefiom CVS; pri Celenzi bude
pouzitd kratkodoba seddcia s pouzitim ketaminu v davke 80-100mg/kg intraperitonedlne.
Aplikdciu vykona veterinarny lekar zariadenia. Po ¢elenzi budt zvieratd pravidelne 2x denne
kontrolované, posudzovany bude ich zdravotny stav a welfare. Priznaky, ako je zjeZend stst,
neistd chodza, chvenie a kfSe vkombindcii s vyraznou stratou hmotnosti, ktoré su
spolahlivym indikatorom letalneho vysledku besnoty a moézu byt" podla Ph. Eur. a ECVAM
pouZivané ako neletdlne body humanneho ukonlenia. Zvieratd v Stddiu prostrdcie budu
huménne utratené cervikalnou dislokéciou, aby sa predislo utrpeniu a bolesti. Zvieratd, ktoré
prezijt &elenz, budt po 28. ditoch po elenzi huménne usmrtené cervikalnou dislokaciou.

0. Sast’ projektu - Sledovanie vplyvu beta-karoténu na antigénny udinok antirabicke;
adjuvantnej vakeiny

Zvieratd budli imunizované subkutianne jednorazovou aplikdciou. ¢o je zdkrok kratky a
nebolestivy a nevyzaduje si pouzitie analgetik.

Celkovy pocet a typ zvierat: mysi — outbredné, kmen ICR, 10-12 gramové (4-6 tyZdhové),
samice, 250 jedincov + 85 =335

Dodrziavanie zasad 3 R:

Alternatfvne pristupy v testovani antirabickych vakcin sme overovali a budi vykonané na
zdklade medzindrodnych nariadeni a smernic WHO, OIE a European Pharmacopoeia (Ph.
Bur.), ako aj aktualnej spravy a odporticani ECVAM: Three Rs Approaches in the Quality
Control of Inactivated Rabies Vaccines® (2003), vysledkov medzinarodného workshopu
Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM)
a National Toxicology Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative



Toxicological Methods (NICEATM) zr. 2011: JImproving animal welfare and reducing
animal use for human vaccine potency testing: state of the science and future direction™ z 1.
2012: ,.Report on the international workshop on alternative methods for human and veterinary

rabies vaccine testing: state of the science and planning the way forward*™.

Kategoria krutosti:

1. Slaba az kruta:

vazenie -slaba krutost,

fixacia — slaba krutost’,

subkuténne podanie vakeiny — slabéd krutost,,

intraperitonedlna aplikacia vakeiny — slaba krutost,

intraperitonedlne podanie sedativa — slaba krutost,

intracerebralna aplikécia po sedacii - slabd krutost’,

testovanie ucinnosti nového adjuvansu - slaba krutost,

testovanic uéinnosti vakeiny u zvierat po elenzi u ktorych dochéadza k zhor§eniu zdravotného
stavu veducemu k uhynutiu spojenému s neurologickymi priznakmi — krutd krutost’

Projekt bude spiitne posideny po skonéeni v silade s § 37 bodom 2) NV 377/2012:
.Spitne sa posudzuju vietky projekty, v ktorych sa pouzivaju primaty. a projekty. v ktorych
sa vyuziva postup klasifikovany ako ,kruty™..."
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Nazov projektu:
Stddium mechanizmov indukovanej reaktivécie [udskych onkogénnych herpesvirusov na
modeli latentne infikovanej mysi s My$im gamaherpesvirusom

% o . . e 1A
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 292/16-221c - & p& oy /—"? Ll ey

Kldcové slova v projekte ( max 5 slov):
Mysi gamaherpesvirus, MHV, epigeneticka reguldcia, latencia, reaktivacia

Uéel projektu”: Zakladny vyskum
Transla¢ny alebo aplikovany vyskum
Regulané metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia vzaujme zdravia alebo welfare fudi alebo

zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich daldieho pougivania
Vv postupoch
Ak je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Ciele projektu a prinos z vykonaného projektu:

Mysi gamaherpesvirus (MHV) je modelovy virus vyuzivany pre &tadium [udskych
gamaherpesvirusov, virusu Epstein-Barrovej a virusu asociovaného s Kaposiho sarkémom,
poskytujic odpovede na aktudlne otazky virusovej infekcie a reaktivacie z latencie, vratane
pripravy vhodnych vakcin proti chronickej infekcii spajanej s lymfoproliferativnymi
ochoreniami a onkogenézou. Spolu bolo, v byvalom Ceskoslovensku, izolovanych osem
mysich gamaherpesvirusov, pomenovanych MHV -60, -68, -72, -76, -78, -4556, -5682 a -
Sumava (reviewed by Mistrikové et al., 2000). MHV-68, oznafovany aj ako MuHV-4, je
najlepsie charakterizovany, zndma je jeho kompletna sekvencia genému (Virgin et al., 1997)
aslazi ako referenény kmeri (reviewed by Kudelovd and Rajéani, 2007). Doterajsie
patogeneticke Stddie potvrdili, Ze kmefi MHV-72 je in vitro velmi podobny MHV-68, ale in
vivo sa vyznacuje niektorymi odliSnostami (Raslova et al., 1999, 2001; Ma&akova et al., 2003;
ValoviCova et al., 2006; Belvon&ikova et al., 2008). Chronicka infekcia s MHV-72, na rozdiel
od MHV-68, vedie k vysokému vyskytu lymfémov peéene, pltc a nadoblitiek. Ten sa dokonca
zvysil, najmenej trikrdt, u my3i lie¢enych imunosupresivami (Mistrikova et al., 1999, 1996).
NavySe bola popisand replikdcia MHV-72 v mlie¢nych Zlazach a dokdzany prenos virusu
materskym mliekom z infikovanej matky na potomstvo (Raslové et al. 2001). V prvotnych
Studiach boli popisané aj restrikénd mapa genému MHV-72, sekvencie vybranych génov
(tymidin kindza, M3 protein, MK3 protein, gp150). MHV-72, ale i dal&i kmefi MHV-4556,
maju réznu patogenitu a liSia sa minimalne v indukcii splenomegalie (Mistrikova et al., 1996;
Oda et al., 2005; Kudelova et al., 2012; Halasova et al., 2011). Nase neddvne $tudie ukazali,
Ze MHV-72 a MHV-4556 maju, oproti MHV-68, zni¥ent schopnost navodit latenciu a ex vivo
reaktivaciu indukovanu trichostatinom A (TSA) v slezine, pltcach a tymuse laboratérnych
mysi latentne infikovanych MHV-72 alebo MHV-4556 (Haldsova et al., 2014). Klt&ovt tlohu



vtychto procesoch zohravaju jednak vlastnosti virusu kédované jeho genémom, ale aj
hostitelské faktory. Jednym z faktorov, ktoré maju rozhodujuci vplyv v reguldcii latencie
a reaktivacie virusov, je chromatinizacia virusového gendmu a modifikacie histénov -
epigenetickd regulacia (Yang et al., 2009).

Doteraz, boli zékladné mechanizmy epigenetickej reguldcie 3tudované prevatne na
transformovanych bunkovych liniach, ktoré viak neposkytujui realny a komplexny obraz
vsetkych interakcii virus-hostitel, Okrem toho, pre Studium latencie a reaktivicie nie je
v sUcasnosti dostupna vhodna bunkova linia. Doteraz je pouZivana len nadorova bunkova
linia S11E, ktord vak vykazuje vysokd frekvenciu spontannej reaktivicie MHV-68
(Usherwood et al., 1996; Yang et al., 2009). Relativne nova bunkova linia, nazvana NB-78,
derivovana z cervikalneho lymfému mysi infikovanej s MHV-78 (Mistrikova et al., 2006), sice
neprodukuje infekény virus, ale latentne infikovanych je iba 1-2% jej buniek.

Pre detailné Stidium mechanizmov epigenetickej reguldcie latencie a reaktivicie mysieho
gamaherpesvirusu (MHV) v kontexte vplyvu imunitného systému na tieto udalosti je
nevyhnutné navodit latenciu u mysi.

Planujeme pouZit tri kmene MHV, MHV-68 — referenény kmefi, MHV-72 a MHV-4556, ktoré
sa od seba odliSuju mierou navodenia latencie a schopnostou reaktivicie (ako bolo
spomenuté vyssie). Predpokladame, a predbezné in vitro testy nam to potvrdili, Ze rozdiely
medzi tymito MHV kmefmi v schopnosti navodit latenciu a reaktivaciu by mohli byt
spbsobené tkanivovo $pecifickou epigenetickou regulaciou virusového genému. Okrem toho,
aj miera reaktivacie a s fiou asociované interakcie virusu s imunitnym systémom, konkrétne
s interferénmi a nimi aktivovanymi signalnymi drdhami, si kmefiovo $pecifické (Benkdczka
et al., 2014).

V poslednych piatich rokoch sa &tadiu epigenetickej reguldcie expresie venuje velka
pozornost. V odbornej literattre je mozné najst stovky citdcii na podobnu tému. Jedine&nost
nasich experimentov spotiva vtom, Ze madme k dispozicii dva unikdtne kmene mySieho
gamaherpesvirusu, MHV-72 a MHV-4556, ktoré, ako vyplynulo z nagich doterajsich stadii, sa
od prototypového kmeria MHV-68 odliSuju v mnohych interakcidch virus-hostitel. Vysledky
studif realizovanych v ramci projektu preto mbZu napomdct odhaleniu novych smerov v
lietbe herpesvirusovej reaktivacie alebo eliminacii nadorov asociovanych s herpetickou
chronickou infekciou.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné pocty:
Mys laboratérna Balb/c, inbred, samice
Planovany pocet na celd dobu rieéenia: 500ks

V prvej etape projektu bolo pouzitych: 101 ks
V druhej etape planujeme pouZit: 50 ks

Celkovo v projekte pouzijeme: 151 zvierat

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

Pldnované experimenty: navodenie latentnej infekcie a indukcia reaktivacie virusov in vivo
zaradujeme do kategdrie krutosti postupov ,slabé”, kedZe mysi budl infikované takou
davkou virusu, ktord im nespdsobi ¥iadne zavainé zdravotné komplikacie a vietky aplikacie



(intranazalna infekcia asubkutdnne aplikovanie TSA) budu robené v anestézii, priCom
podana ,latka“, TSA, by nemala vyrazne ovplyviiovat zdravotny stav zvierat.

Ani v jednom &tadiu pokusu nebudd mat zvieratd obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun
potravy a vody. Zvieratd budi umiestnené v klietkach (max. 5 ks v jednej klietke) s vlastnou
ventilaciou a oznaované budud skupinovymi zaznamovymi kartami. Na konci experimentov
budt zvieratd humanne usmrtené.

Predpokiadana droven krutosti:
Vychadzajuc z klasifikacie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykondvat na zvieratach
v pldnovanych pokusoch zaradujeme do kategoérie ,,slabé”.

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddévodnenie pre¢o sa nemdZe pouzit alternativna
metoda bez pouzitia zvierat)

Odozva organizmu na latentnu infekciu Mysim gamaherpesvirusom (MHV), najma ak sa
sleduje reakcia organizmu na reaktivaciu virusu, je komplexny proces, na ktorom sa podiela
vela hostitelskych faktorov aprave preto sa vtomto pripade neda ,in vivo” nahradit
bunkovymi kulturami. To dokazuje aj fakt, Ze hoci existuju dve latentne infikované bunkové
linie, S11 a NB-78, tie vzhladom na svoje vlastnosti a ako uZz bolo potvrdené v odbornej
literature nie su univerzalne vhodnym modelom pre Studium latencie a reaktivacie MHV.
Okrem toho Studium latencie a reaktivacie na bunkovych kulttrach nezohladfiuje vyznamny
Cinitel ovplyvniujuci tieto procesy, a to je imunitny systém hostitela.

Podla zoznamu registra alternativnych metéd z European Centre for the Validation of
Alternative Methods:
ecvam.jre.it/-2k; ecvam.jrc.it/publication/MAb_statement.pdf; ecvam-
dbalm.jrc.ec.europa.eu/-2k; http://ec.europa.eu/enterprise/epaa/conf 2006.htm;
http://tsar.jrc.ec.europa.eu/; http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/our labs/eurl-
ecvam/publication/epaa_workshop wg3.pdf;
analyza patogenézy latentnej infekcie spdsobenej mySim gamaherpesvirusom nie je moznd
bez modelového systému a je nevyhnutné pouzit vhodny zvieraci model. V tomto pripade je
mozné pouZit mys.

Vzhfadom na nevyhnutnost pouZitia laboratérnych zvierat sa v projekte sleduje
a uplatiiuje najnovsia legislativa v suvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na vedecké ucely,
ktoru uzakonil Eurépsky parlament vo forme revidovanej smernice 2010/63/EU o zvieratach
pouzivanych na vedecké Géely, ktord nadobudla G¢innost 1. janudra 2013, ako aj Nariadenie
Vlady Slovenskej republiky zo 14. novembra 2012, ktorym sa ustanovuju poZiadavky na
ochranu zvierat pouZivanych na vedecké Ucely alebo vzdelavacie udely (Zbierka zékonov ¢&.
377/2012) aVyhlaska ¢.436/2012 Ministerstva pddohospodérstva a rozvoja vidieka
Slovenske] republiky zo 14. decembra 2012, ktorou sa ustanovuji podrobnosti o
poziadavkach na ochranu zvierat pouzivanych na vedecké ucely alebo vzdelavacie Ulely.

Nové pravne predpisy prisne dbaju na dodrziavania pravidiel troch R (replacement,
reduction, refinement) (t.j. nahradenie, obmedzenie a zmiernenie testov na zvieratach), t.].
aby sa minimalizoval pocet zvierat pouzZivanych na pokusy a aby sa vidy, ked' je to mozné,
vyuzivali alternativne metddy, a aby sa v pripade, ked nie je mozné pouiit alternativne
metody, zlepsili a zjemnili metddy v postupoch, pri ktorych sa odstrani alebo obmedzi na
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2. Redukcia poctu zvierat:

Pre Statistickd reprodukovatelnost vysledkov a na zaklade nagich dlhoroénych skisenosti je
potrebné, aby kaZidd vySetrovand skupina vka’dom &asovom intervale obsahovala
minimalne 5 ks mysi. Pldnovany polet zvierat je preto 151 ks. Opakovania postupov
obmedzime na nevyhnutné minimum a budy sa vykonavat len v pripade potreby overenia
spornych vysledkov.

3. Zjemnenie:
KaZzdodennd starostlivost o zvieratd v pokusoch bude vykonavat Skoleny personal -

pracovnici pokusného zariadenia.

Vychadzajuc z klasifikdcie krutosti postupov, postupy ktoré budeme vykonavat na zvieratdch
v planovanych pokusoch zaradujeme do kategérie ,,slabé*“:

Mysi budd infikované intranazélne v lahkej inhalaénej anestéze a takou davkou virusu, ktora
im nespdsobi Ziadne zavazné zdravotné komplikécie. Jedinym invazivnejSim zakrokom, ktory
zvierata podstupia je subkutdnne podanie TSA, pricom podand ,latka” by nemala Ziadnym
spdsobom ovplyviiovat zdravotny stav zvierat.

Projekt bol po prvej etape spitne postdeny, bol zniZeny a presne definovany podet zvierat,
krutost bola klasifikovana ako ,slaba“.

Projekt bude po skonéeni druhej etapy podliehat opitovnému schvalovaniu:  dno  nie



Priloha¢.2: 449¢ / f4-22 ;//
Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu:

Overenie pevnej lickove] formy Biomin H (Calcii carbonas ex testae ovi) a /alebo
v kombinacii s vitaminom D3 avitaminom K> na  vyvoj  osteoporozy na modeli
ovarektomizovanych potkanic.

a) Informacie o ciel’och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte
a typoch zvierat.

Ciel'om projektu bude overenie G¢innosti pevnej lickovej formy (tbl, eps.) z prasku ziskaného
ekologickym spracovanim vaje¢nej Skrupiny inovativnymi technologickymi postupmi (BIO)
pre lie¢bu osteopordzy na Standardnom zvieracom modeli ovariektomovanych potkanic. Efekt
na mineralny metabolizmus kosti bude sledovany a porovnavany po aplikécii latok: prirodny
vapnik vyrobeny z vaje¢nych Skrupin a komeréne predavany véapnik vo forme chemicky
pripraveného uhli¢itanu véapenatého samostatne, resp. v kombindcii s vitaminom Ds alebo
vitaminom Kba, ktoré su stéast’'ou lieGebnych postupov pri osteopordze.

Potkany sa podrobia operacii v celkovej i lokalnej anestézii. Pooperacny stav a doba
pozorovania 56 dni st optimalne pri elimindcii nepriaznivych vplyvov na zdravie zvierat
dennym podavanim analgetika. Testované latky budu zamieSané do kimnej zmesi a vyluci sa
individualna aplikacia sondou vvieratam.

Predpokladame, ze ujma na pouzitych zvieratach bude v prvych troch diioch po operacii, kedy
sa uskuto¢ni proces hojenia vnutorného poranenia a inciznej rany na kozi. Pocas vSetkych
ukonov sa bude eliminovat’ stres a utrpenie podanim celkovej anestézie a dennej aplikdcii
analgetik. Z hladiska bezpeénosti uéinnosti buduceho zdravotného prostricdku pre ¢loveka
prinos projektu vyrazne prevysuje yymu u experimentalnych zvierat.

Ocakavanym prinosom projektu bude vyvoj uéinnych latok farmakologicky vyuzitelnych v
prevencii a lie¢be I'udi s ochorenim kostného tkaniva spojeného s osteoporotickymi zmenami
vplyvom naru$enia hormonalnej homeostazy, resp. znizit' riziko zlomenin kosti v rizikovych
skupinéch Tudi.

V projekte sa pouzije celkom 100 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov, samic, kmefia
Sprague Dawley). Experimentalnym jedincom pred usmrtenim nebudi aplikované ziadne
cudzorodé latky. Testované latky nepridu do kontaktu so Zivymi zvieratami.

Experimentdlny model u potkanic sa vyvola bilateralnou ovariektémiou. Po druhom mesiaci
sa  budi sledovat’ symptémy osteoporotickych zmien. SHAM kontrolnym a
ovariektomovanym zvieratam v lieGenych skupinach bude pocas celého experimentu (56 dni)
podavané kazdy deii upravené krmivo s pridavkom testovanych zli¢enin pracovnikom
s dlhodobou praxou.

Celkovo v postupe budd vykonavané prace na zvieraldch pri strednej trovni krutosti podla
klasifikdcie krutosti postupov. Vazenie zvierat, aplikacia anestézie, analgetika, antibiotika
intramuskuldrne sa hodnotia ako slabo kruté. Operacia, pooperaény stav, vyberanie stehov po
zakroku, odber krvi zretroorbitilneho sinusu v celkovej anestézii - aodber mocu
v metabolickej klietke budt na strednej trovni krutosti.



b) Preukdzanic stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Zasada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animalny model osteopordzy sa $tandardne pouZiva pri sledovani ¢inkom potencidlnych
latok ovplyviujicich mineralny metabolizmus kost{. V medzindrodnych databdzach
(ECVAM, NC3R) sa zistovali alternativne metody, ktoré by nahradili pouZitie
experimentalnych zvierat. V stcasnej dobe neexistuje validovand alternativna metdda
testovania ldtok s antiosteoporotickymi vlastnostami pripravkov pouzitelnych v medicine
u zivych organizmov. Potkan laboratomy je systematicky najniz8ie postaveny druh vhodny
pre postdenie G¢inkov zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je pldnovany s minimédlnym po&tom experimentdlnych potkanov tak, aby nebol
ohrozeny ciel' projektu abola zabezpetend reprodukovatelnost™ i validita postupu pre
biochemické, hematologické. makroskopicko-morfologické, histologické analyzy, ako aj ich
Statistické vyhodnotenie. Zvieratd budd samicieho pohlavia, rovnakého veku, resp. hmotnosti,
aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodn6t a tym $tatisticky nesignifikantnym
vysledkom. Z dévodu Setrenia zvierat nebudd zaradené zvierata bez véapnikového pridavku do
krmiva, pretoZe udaje o osteoporotickych zmenéach st uZ zname a nie s nutné pre hodnotiaci
proces v tomto projekte.

Zasaca zjemnenia (refinement)

Zvierata budt po privezeni z chovného zariadenia v karanténe. Po dobu 7 dni sa umiestnia po
Styri v dostato¢ne velkych vaniciach (rozmery 58x3 7x20cm) za stanoveného svetelného,
tepelného a kimneho rezimu. Po operaénom zésahu sa ustajnia individuélne, aby sa zamedzilo
vytrhnutiu: stchov, naruSeniu hojaccho procesu i prijimania krmiva v pripade napadania
slabsich jedincov agresivnej$imi. Na zabranenie vzniku pooperacnych zapalovych reakeii sa
pouzije antibiotikové krylie pocas prvych troch dni. Opera¢né zakroky budu vykonavané
skisenym odbornym pracovnikom s dlhorognou praxou. Potkanice poCas postupu prezijt
vyraznej$i stres v operaénom 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. Pri odbere moéu v metabolickych klietkach sa stres zmierni
minimélne nutnym pobytom v zariadeni (max. 4 hodiny) s pristupom ku krmivu a vode bez
obmedzenia, Setrnym i ohl'aduplnym zaobchadzanim so zvieratami. Eutanizia sa vykona
bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: nie
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