Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu — 9@#//759V 52/// 5

Nazov projektu:
Nanocastice zlata: vplyv fyzikalno-chemickych vlastnosti na ich distribliciu, akumulaciu a
biologické ucinky in vivo

Kfacové slova:
Nanocastice zlata, nanomedicina, orgénova toxicita, cielena terapia

Uéel projektu:
Zakladny biomedicinsky vyskum

Ciel projektu:

Predkladany projekt je z oblasti zakladného vyskumu fyziolégie a patofyziologie s aspektom kiinického
vyuZitia potenciaine novej formy lieSiva - nanocastic. Cielom experimentalnej prace navrhovaného
projektu je objasnit’ doteraz nezname zakonitosti distriblicie nanogastic zlata a ich (pato)fyziologicky
ucinok v cielovych organoch, ako oblitky, peen, slezina aplica amoznosti ich eliminacie
Z organizmu po intravenéznej aplikacii.

Prinos projektu:

Predkladany projekt sa venuje problematike zakonitosti distriblicie nanogastic zlata v Zivom organizme
v zavislosti od ich fyzikalno-chemickych parametrov aich biologickych Gginkov, ktoré mézu byt
nasledne vyuzit¢ na pripravu nanoliegiv v klinickej praxi. Zamerom je pochopenie vztahu medzi
fyzikalno-chemickymi vlastnostami a biologickou aktivitou $tudovanych nanodastic a identifikacia
parametrov nanoCastic zlata (AuNPs), ktoré ovplyviuji distriblciu a akumuldciu nanoéastic
vorganizme. Posldenie distriblicie skimanych nano&astic in vivo v kratkodobom idlhodobom
horizonte s ohfadom na ich fyzikalno-chemické vlastnosti a $pecifickost’ jednotlivych tkaniv/organov,
ktore prispievaju k prednostnej akumulacii nanomateridlov poskytne zaklad k G&elovej optimalizacii
viastnosti AuNPs smerom k vyslednej terapeutickej aplikacii. Ziskanie tejto novej déleZitej linie
previazanych poznatkov bude velkym prinosom pre vyskum v oblasti nanomediciny a prinesie novy
pohfad na Specifické interakcie AuNPs s biologickym materialom (nano:bio interakcie), &o prispeje
k optimalizacii dizajnu doteraz navrhovanych terapeutickych nanogastic. Predkladany projekt velkou
mierou prispeje k zodpovedaniu pal€ivych a do dnesného diia nezodpovedanych otazok, ktoré limituju
§irSie klinické vyuzitie nanoliediv.

Pocet a druh pouzitych zvierat:
Mys laboratorna 8-10 tyZdiiov, samce

e Kmef C57BL/6 (navrhovany pocet 384 na 42 mesiacov rie§enia projektu)

Predpokladany nepriaznivy vplyviujma na pouZité zvieratad vramci vykonavania
projektu:

Pri aplikacii vybranych nanolastic zlata sa neotakava nepriaznivy vplyv na zdravotny stav zvierat.
Z vysledkov doterajSich in vitro experimentov ako ajin vivo §tudii s inym druhom nanoéastic zlata
v danej koncentracii sa nepreukazal toxicky vplyv tychto nanogastic ani na bunkové kultary ani na
mysi, preto ani u zvierat planovanych v tomto projekte nepredpokladame neZiad(ice Géinky. Zvieratam
budi jednorazovo intravenézne podané nanoastice zlata v5% roztoku glukézy. Aplikacia do



retroorbitalneho sinusu je pre zvieratd stresujlica, preto bude prebiehat v kratkodobej anestézii
(izofluran).

Predpokladana trovei krutosti:

Stredna. K utrpeniu zvierat nedochadza, kedZe i.v. aplikacia roztoku nanogastic, pripadne roztoku
glukdzy s pouzitim inzulinovych striekaciek s najtendimi ihlami nie je bolestiva a zvierata ju podsttpia
v kratke] narkoze. Predchadzajlce in vivo Stadie ukazali, Ze naotastice zlata, aplikované systémovo,
nesposobili zvieratam Ziadne utrpenie. Podobne ako slabé utrpenie sa da charakterizovat' pobyt mysi
v metabolickej klietke (3 hodiny raz tyzdenne) z dévodu zvyknutia si na nové prostredie a mriezkované
dno. KedZe sa Uplne neda vylicit, hoci je nepravdepodobna, reakcia organizmu mysi na nanocastice
pri dlhodobom prezivani, predpokladant trovei krutosti stanovujeme ako strednd.

Sulad s poziadavkami ,,3R*

Nahradenie:

Napriek tomu, Ze je snaha minimalizovat experimenty na laboratonych zvieratach (3 R zasady),
v pripade nanomateridlov, pésobeniu ktorych je &lovek bezprostredne vystaveny (farmaceuticky a
potravinarsky priemysel, nanomedicina), st nevyhnutné toxikologické &tudie zamerané na biologicku
bezpeCnost nanomateridlov na Urovni experimentalnych zvierat. Alternativne metody nedokazu
zachytit zlozZitost skumanej problematiky, a preto sa nimi nedaji nahradit navrhované postupy.
Testovanim in vitro nie je mozné sledovat’ komplexné interakcie prebiehajtice v organizme, napriklad
reakciu imunitného systému a tkanivovt distriblciu latok, ani nie je moZné vyhodnotit celkov
terapeutickl Ucinnost' preparatov. Pritom k hlavnym organom a tkanivam, ktoré mézu byt zasiahnuté
vplyvom nanoCastic patria prave peceii (hepatotoxicita), oblicky (nefrotoxicita) a imunitny systém
(imunogenicitu/imunotoxicita a hematologicka toxicita).

Obmedzenie:

Na zaklade dostupnych udajov z literatdry a naich vlastnych skusenosti je poéet zvierat navrhnuty
tak, aby mohli byt ziskané vysledky Statisticky vyhodnotené. Celkové mnoZstvo zvierat neprekrogi
pocet 384. Projekt je naplanovany na 42 mesiacov, a kedZe sa jedna o charakterizaciu neznamych
biologickych Gginkov nanocastic na organy a tkaniva a to z kratkodobého aj dihodobého hladiska, je
tento poCet mysi na celé trvanie projektu adekvatny. Ak ziskame $tatisticky relevantné adaje
z mensieho pottu zvierat, nepouzijeme celkovy planovany poget.

Zjemnenie:

Mysi budl drzané v skupinach umoZiiujicich prirodzené socialne spravanie so stalym prisunom
potravy a pitnej vody, Co sa tyka aj pouzitia metabolickych klietok. Prostredie chovnych klietok bude
obohatené o material umozfujlci Gkryt a stavbu hniezd. PouZitie inzulinovych striekagiek s najtensimi
ihlami minimalizuje utrpenie zvierat pri aplikacii roztoku nano&astic. Podobne sa minimalizuje utrpenie
zvierat pri pobyte v metabolickej klietke. ktoré je zredukované z 24 hodin na 3 hodiny. Na projekte sa
budu podiefat’ len skiseni pracovnici vy$koleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Spétné postdenie projektu:
Projekt nepodlieha spatnému posudeniu.



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu

Nézov projektu: "Vplyv pridavku produktu naftového priemyslu (xylénu), extraktu liecivej
rastliny (yuka) a ich kombindcii na reprodukcné, hormondlne a metabolické ukazovatele

vt

samic mysi",

vramci schvalenej grantovej Glohy VEGA 1/0392/17: "Vplyv kontaminantov - produktov
naftového priemyslu na funkcie vajecnikov réznych druhov zvierat. Vyusitie lie¢ivych rastlin
na zniZovanie ucinku tychto kontaminantov"

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 79¢ / (& -2z /4 / 3
KPacové slova v projekte ( max 5 slov): benzén, xylén, toluén, vajeénik, lie€ivé rastliny

Ukel projektu’: Zakladny vyskum

Ciele projektu: Bol dokdzany nepriaznivy vplyv produktov naftového priemyslu na
morfolégiu reprodukéného traktu, di¥ku menstruatného cyklu, vyvin embryi a plodnost’, no
mechanizmy tychto vplyvov a vplyv na metabolizmus zvierat, ako ani ich ovplyvnenie alebo
zabranenie prirodnymi rastlinnymi pripravkami doposial preskimané nie su. Hlavnym
ciefom projektu bude identifikovat vplyv tychto latok na folikulogenézu samic, priebeh
estralneho cyklu, fertilitu, proliferaciu, apoptozu, sekrecnu aktivitu alebo odozvu folikulovych
buniek ovarii exponovanych zvierat na u¢inok nadradeného hormonalneho regulatora.

Prinos z vykonaného proejektu: Vysledky in vivo postupov prinesi nové poznatky o vplyve
kontaminantov naftového priemyslu, lieivych rastlin aich kombinacie na organizmus
zvierat, folikulogenézu, endokrinny stav a reprodukéni vykonnost a pomdzu identifikovat
mozné mechanizmy uéinku kontaminantov a rastlinnych latok. Rovnako tak naznafia mozné
sposoby prevencie a zabrafiovania negativneho vplyvu tychto kontaminantov prostredia
prirodnymi rastlinnymi pripravkami.

Druhy pouzitych zvierat aich predbezné pocty: Modelovym zvieratom pre vSetky
experimenty bude myS laboratérna (kmeri CD-1 IGS). Pri zohladneni vSetkych potrieb
vedeckého vyskumu i predpisov stanovenych v nariadeni vlady 377/2012 Z.z. maximalny
pocet pouzitych mySi za celé obdobie trvania projektu (09/2018-12/2020) neprekrodi 240
mysi.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v ramci vykonavania
projektu: Ujma spOsobend zvieratdm z hladiska utrpenia, bolesti a strachu bude minimélna.
Po aplikacit samotného xylénu v pitnej vode mdzeme predpokladat’ tieto komplikacie
azmeny v zdravotnom stave zvierat: znizovanie Zzivotaschopnosti dospelych mySi, ale
hlavne ich mlad’at, nechutenstvo, vracanie, poruchy estralneho cyklu, vyvinu a implantacie
embryi, poruchy bunkového cyklu, §truktiry DNA a chromozoémov, zvySeny vyskyt rakoviny
roznych tkaniv (Sirotkin, Harrath, Reprod Toxicol, 2017, 71:142-145). Tieto udaje st vSak
efektmi xylénu hlavne pri inhalanej expozicii a neodzrkadluju jeho ucinky po oralnej
expozicii. Podla NTP 1986, nami zvolena di¥ka expozicie (17-23 dni) mysi xylénu spada do



strednodobej, pri ktorej neboli zistené Ziadne zmeny v zdravotnom stave zvierat alebo ich
spravani pri nami uréenej dennej davke 500 mg/kg. Pri vy§8ich dennych davkach podavanych
po dobu 14 dni (teda akitna expozicia), 2000 mg/kg (LOAEL) doslo k: splytéeniu dychania
a znizeniu dennych hmotnostnych prirastkov, hyperaktivite, avSak pri 1000 mg/kg (NOAEL)
neboli zistené Ziadne systémové poruchy ani poruchy vyvinové. Neotakavame preto viditel'né
zmeny zdravotného stavu zvierat spdsobené podévanim xylénu, méZeme ocCakavat iba
prechodny diskomfort spésobeny zmenou zapachu a chuti pitnej vody.

Okrem peroralnej aplikacie xylénu a dietetickej zmeny u zvierat, vaZenia telesnej hmotnosti
(1x/tyzdeti) a dennej manipulacie spojenej s Cistenim klietok samic, nebude pokusnym ani
kontrolnym zvieratam spdsobovany Ziaden d’alsi diskomfort. VSetky invazivne zasahy (odber
krvi a organov) budi vykonané aZ po ich usmrteni.

Presnd di¥ka preZivania zvierat po per os aplikicii xylénu pri dévkach, ktoré chceme
v projekte pouzit’ nie su z literatiry zname. LDso popisovana pri akutnej orédlnej expozicii je
uvadzana u my$i 5251 mg/kg Zivej hmotnosti (NTP 1986). Pre dlhodobu expoziciu xylénom
LDso pre myS$i urend nie je, avSak popisuje sa, Ze dennd davka xylénu podavaného
v kukuri¢nom oleji 4000 mg/kg po 14 diioch spdsobila smrt’ vetkych testovanych mysi (NTP
1986), avSak davka 2000 mg/kg za 14 dni nezapriCinila smrt mySi (NTP 1986).
Predpokladame preto, Ze ani nami zvolena denna davka xylénu, ktorej budi zvieratd
vystavené (500 mg/kg) nie je davkou, ktora by ohrozovala Zivot zvierat za Cas, ktory sme
zvolili pre projekt (17-23 dni aplikécie xylénu).

Predpokladana tdroveii krutesti: Postup vykonavany v ramci pokusov (dlhodoba denna
peroralna aplikacia nizkych davok xylénu) spada do kategorie krutosti ,stredné”, tzn., je
pravdepodobné, Ze zvieratd v jeho dobsledku budu pocitovat kratkodobu strednii bolest,
utrpenie alebo strach, alebo dlhotrvajucu slabu bolest, utrpenie alebo strach a je
pravdepodobné, Ze stredne naruSia pohodu alebo celkovy stav zvierat. Dalgie postupy
(pozitivna Gprava diéty, neinvazivne vySetrovanie klinického stavu a véZenie zvierat) spadaji
do kategorie krutosti ,,slabé”, tzn. zvierata v ich désledku nebudi pocitovat’ zZiadnu alebo iba
kratkodobu slabu bolest, utrpenie alebo strach.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

V ramci projektu bolo vykonané in vifro testovanie aditiv na ovariach ziskanych z bitinkov
(priamy vplyv). AvSak toto testovanie neumoZzfinje simulovat podmienky organizmu po
skonzumovani aditiv a v priebehu estralneho cyklu, teda podmienky, ktoré =zavisia od
mnohych endogénnych a exogénnych faktorov. Planované postupy nie je mozZné vykonat
alternativnym sp6sobom bez pouzitia zivych zvierat.

2. Redukecia pocftu zvierat:

Planovany postup je zostaveny tak, aby pre dosiahnutie ofakavanych vysledkov bolo
pouzitych o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnozstvo vystupnych informacii
z kazdého pouzitého pokusného zvierat'a. Pocet pouzitych zvierat (240 ks) bol stanoveny tak,



aby bola zachovand reprodukovatelnost a validita pokusov pri minimalnom objeme
vstupného materialu. Usmrcovanie zvierat s naslednym odberom biologického materialu je v
postupe nastavené tak, aby mohlo byt vo vzorkach vySetrenych paralelne tol’ko parametrov,
kolko bude technicky mozné. Navrhovany pocet zvierat vak zohladiiuje aj potreby rieSenia
nepredvidanych vedeckych problémov, preto ofakavame, Ze redlne polty pouZitych zvierat
budu niZsie.

3. Zjemnenie:

Hlavnym d6vodom vyberu mysi laboratornej je vysoka reprodukéna schopnost druhu
(pocetnost’ vo vrhu, kratkotrvajuci celoroéne sa opakujuci pohlavny cyklus mysi), ktora
umozni ziskanie potrebného objemu interpretovatelnych vedeckych vysledkov v relativne
kratkom Case. Planovany postup je zostaveny tak, aby bola minimalizovana bolest’ alebo stres
pouZitych pokusnych zvierat, a aby bol zabezpefeny primerany welfare od ich dovozu aZ po
smrt’. V3etci pracovnici, ktori prichadzajia do styku so zvieratami su prislu§ne poudeni a buda
dbat' na humanny pristup k zvieratdm a starat’ sa o to, aby neboli v Ziadnej faze pokusov
vystavované zbytoCnému stresu.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: ano  nie

KedZe v projekte nie su pouzité primaty ani postupy klasifikované ako ,kruté“ a ani tak
nestanovuje vyjadrenie etickej komisie, spitné posudenie projektu nie je podla § 37 NV
377/2012 Z.z. nutné.



Priloha €. 2

Netechnické zhrnutie projektu _Fl_ég / 1522 / / /3
Nazov pl:ojektu:

,,Stadium mechanizmov, ktoré eliminuji tumorigenitu nidorovych buniek vplyvem
nadexpresie Pudského faktoru nidorovej nekrozy*

KPaéové slova: tumorigenita, tumor nekrotizujuci faktor alfa (TNFa), génova terapia
Ukel projektu: Zikladny vyskum

Ciel’ projektu: Podl'a najnovgich vysledkov geneticky modifikované bunky melanomu a karcinému
hrubého &reva nadexprimujiice exogénny faktor nadorovej nekrézy TNFo. uplne stracaji schopnost’
tvorif experimentilne subkutdnne nadory in vivo. Tieto vysledky vedu k snahe S$tudovat’
mechanizmus, ktory blokuje tumorigenézu a mdZe mat’ vplyv na heterogenitu nadoru. Cielom
projektu bude sledovat, ¢i je efekt straty tumorigenity nadorovych buniek nadexprimujicich TNFa
univerzalny a plati aj v pripade buniek odvodenych od inych typov nadorov.

Prinos projektu: Studia poskytne informécie o bioldgii experimentalnych nadorov v stvislosti so
stratou, resp. oslabenou tumorigenitou nidorovej bunky vplyvom nadexpresie TNFa. Poskytne
bliz¥iu informaciu o vyvoji 1/ subkutdnnych xenograftov nadorovych buniek kolorektalneho
karcinému, melanému, glioblastému a ovarilneho karcindmu a2/ rozseve experimentalnych
peritonedlnych a pPucnych metastiz indukovanych nadorovymi bunkami ovarialneho karcinému a
bunkami melanému na experimentdlnom modeli in vivo. Ciefom je sledovat, &i na modeloch
agresivnych malignit bude vplyvom nadexpresie proteinu TNFa redukovany rozsev metastaz,
pripadne blokovanie ich rastu. Ziskané vysledky experimentov in vivo pomdzu v Stidiu fenomému
straty tumorigenity nadorovej bunky.

Podet a druh pouZitych zvierat: my$ laboratorna SCID/bg (64 zvierat) a BALB/c Nu/nu (96
zvierat). Podet zvierat pre ulely projektu je adekvatny, vzhladom na 6 sledovanych skupin, spolu
160 ks my3i na obdobie 5 rokov. Podty v skupinich st minimalizované tak, aby mohli byt ziskané
vysledky $tatisticky vyhodnoteng.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rameci vykonavania projektu: Pri
subkutannych xenograftoch sa neogakava ujma, nadory do lem? bez znakov nekrézy alebo ulceracie
nemaji negativny vplyv na pohodu zvierat, Prekrodenie velkosti, nekréza alebo ulcerdcia
subkutinneho xenograftu budi dévodom na vykonanie humanneho ukonéeniu postupu. Pri
modeloch intraperitoneélnych a plicnych metastdz mozno predpokladat’ zhorSenie zdravotného
stavu, ktory sa prejavi hlavne stratou hmotnosti, staZzenym dychanim. Dalsie iné zasahy na zvierati
uZ nie su planované.

Predpokladana tiroven krutosti: kruta

Siulad s poziadavkami ,,3R“
Nahradenie



Hlodavce v tomto 3tadiu experimentov nie je moZné nahradit’ bunkovymi kultirami, ani niZ$im
druhom Zivo&ichov, experimentom na zvieratach predchadzaju Studie v in vitro podmienkach.

Obmedzenie:
Na zéklade skusenosti z predchadzajtcich projektov, iidajov z vedeckej literatiry a in vitro $tudii su
pody zvierat v skupinich je minimalizované tak, aby mohli byt ziskané vysledky Statisticky
vyhodnotené.

Zjemnenie:

Spiitné posudenie projektu:
Ano/do $tyroch mesiacov od ukonéenia projektu



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie k projektu podPa §40 nariadenia vlady SR ¢. 377/2012

Nézov projektu: Testovanie tumorigénneho potencialu Vero buniek na dospelych nu/nu
athymickych mysiach

Typ vyskum: Ide o aplikovany vyskum, ktoré cielom je zabranit” podkodeniu zdravia l'udskej
populécie.

KIicové slova: tumorigénny potencial, Vero bunky, nude mysi

Ciel’ projektu: Cielom pokusu je urCenie tumorigénneho potencidlu pétnastich bunkovych
linif (patnastich klonov) — Vero buniek, a overenie optimélnej hranice pasaZi, t.j. maximalne
tislo pasaze, kde nedochadza k formovaniu novotvarov. Pokus sa bude opakovat' tri krat,
v priebehu 2 rokov. V kazdom ztychto troch pokusov sa bude testovat’ niekolko pasdzi
z iného zdroja Vero buniek. Tieto bunkové linie budi nasledne pouZité pri vyrobe
biologickych produktov (vakein, proti chripke).

Jednym zo stéasnych kritérii pri hodnoteni a pouzivani bunkovych linii v produkcii vakein je
nepritomnost’ alebo nizky vyskyt tumorigénneho potencialu. Vero bunky patria do triedy
buniek, ktoré su znadme ako pokradujiice bunkové linie (kontinudlne bunkové linie). Ich
rastové vlastnosti a charakteristiky kultiry maji mnoho vyhod, v porovnani s inymi
bukovymi liniami pouzivanymi pri vyrobe vakcin. No so stipajicim poCtom pasézi sa zvySuje
ich tumorigénny potencial. Z toho d6vodu je nutné otestovat’ vy3Sie pasdZe Vero buniek,
predtym ako sa pouZiju k priprave vakcin. V nafom pripade budu testované pasaze Vero
buniek do pasaze ¢isla 170.

Postup projektu:

Podet zvierat / skupiny:

Zvieratd buda rozdelené do 7 davkovych skupin po 10 zvierat v skupine (5 samcov + 5
samic). Plus ku kazdej skupine sa prida jedno nahradné zviera (1 samec alebo 1 samica).

Tabul’ka 1: rozdelenie zvierat v skupinach (prva §arza)

. . 5 samce, 5 samice, plus
1 lec?r?ttrgllga mg;ﬂ;a;?gés 0 16 weeks 1 nahradné zviera
(samec)
. 5 samce, 5 samice, plus
2 ‘T(%zn'ﬂ\é?: Hg;blgggrggrr::n 1x10 16 weeks 1 nahradné zviera
(samica)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
3 bunkova linia igdsg)f;p{?;icég?s 1x107 16 weeks 1 néhradné zviera
Klon 1 P v (samica)




Testovana

End-of-production

5 samce, 5 samice, plus

TR 7 . . .
bun&fovr?zlmla passage Vero cells 1x10 16 weeks 1 narz;icﬂ:cz)wera
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia pir;il:gf’-ap\r?;zcggrs 1x107 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 3 (samica)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia pi';i:g‘?{?;gcg;?s 1x10° 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 4 (samec)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia igi:f;p{?;‘:)cég?s 1x107 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 5 P 9 (samica)

TabuPka 2: rozdelenie zvierat v skupinach (druhd $arza)

5 samce, 5 samice, plus

Negativna Cell carrier- . .
kontrola medium or PBS 0 16 weeks L nafz;&;?;]:CZ)VIera
. 5 samce, 5 samice, plus
Pozitlvna HT 1080 human 1x10 16 weeks 1 nahradné zviera
kontrola fibrosarcoma (samica)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia plilds:gfép{?;gcég?s 1x107 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 1 (samica)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia pir;cé:é—ep\r/o;t;cég?s 1x107 16 weeks 1 nahradné zviera
Kion 2 (samec)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia ;n;c;;)gf;p\r;);lécg;:ls 1x107 16 weeks 1 nahradné zviera
Kion 3 (samica)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia pili:;;p{?;gcég?s 1x107 16 weeks 1 ndhradné zviera
Klon 4 (samec)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia i’;i:f:ep\r/o;zcégvs 1x107 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 5 P 9 . (samica)

TabuPka 3: rozdelenie zvierat v skupinach (tretia §arza)

POCET ZVIERAT

5 samce, 5 samice, plus

Negativna Cell carrier- . .
kontrola medium or PBS 0 16 weeks 1 nal’zrsaaczrr::CZ)VIera
. 5 samce, 5 samice, plus
i%i',%?: Hgblgggrzgm:n 1x10 16 weeks 1 nahradné zviera
(samica)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia pigiﬁgép{f;zcég?s 1x10 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 1 (samica)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia pigi:é;p{?;zcégrs 1x107 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 2 (samec)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia pi';‘;’;p{/c’edrg"é‘;?s 1x107 16 weeks | 1 nahradné zviera
Klon 3 (samica)
Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
bunkova linia i‘;i;)f-ep{?srgcég?s 1x10" 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 4 P 9 (samec)




Testovana . 5 samce, 5 samice, plus
7 bunkova linia ir;i:f;p{;’;zcgeol?s 1x107 16 weeks 1 nahradné zviera
Klon 5 P 9 (samica)

Pokus sa bude opakovat’ 3 krat s inymi produkénymi klonmi Vero buniek v rozdelenych
pasazach, ale s rovnakym poctom aj usporiadanim zvierat v pokuse. Celkovy pocet zvierat za
celé obdobie bude 231 (105 samcov + 9 ndhradnych samcov, 105 samic + 12 nahradnych
samic).

Viastny pokus:

Na zaciatku pokusu bude kazdému zvierat'u jednorazovo subkutanne (do skapularnej oblasti)
podané 0,2 mL objemu bunkovej suspenzie obsahujiicej pozadovany typ a polet buniek.
Zvierata sa nechaji preZivat' 16 tyzdiov.

Palpacia a meranie novotvarov:

Po siedmych diioch od subkutannej aplikacie latky bude miesto vpichu pozorované adspekéne
apalpane vySetrené. Zvieratd nasledne budi raz za tyzdeii adspekéne a palpatne
vySetrené, velkost’ pripadne vzniknutych novotvarov bude zaznamenana. Velkost' novotvarov
bude merana kalibrovanym meradlom (kaliper).

Hmotnost zvierat a pristup k potrave.
Zvierata budu vazZené raz za tyZdeil. Krmivo a voda bude podavana ad libitum. Krmivo aj
voda budu sterilizované (autoklav).

Ustajnenie:
Zvieratd budd v typizovanych chovnych klietkach pre my$i, po 5 mysi v jednej klietke.
Podstielka bude sterilizovana a vymieiana minimalne raz za dva tyzdne.

Klinické pozorovanie:

Zvierata v slivislosti s morbiditou a mortalitou budi pozorované denne, 5 krat za tyzdefi.
Bude pozorovand reakcia zvierat na podant latku, vietky zndmky tumorigenicity, zmeny
sprivania sa, iné abnormalne priznaky budi zaznamenané. Moribundné zvieratd budi
humanne utratené podla human end points a bude vykonana pitva.

Pitva a patologia:

Zvierata ktoré uhynil po€as pokusu budu pitvané a budi zaznamenané vsetky zmeny na kozi
a vnutornych organoch. Po 16 tyzdnoch od aplikacie testovanej latky budd zvieratd humanne
utratené, pred pitvou sa zvieratd zvéazia. Pitva bude zamerand na stanovenie pritomnosti
novotvarov, dokladne bude vySetrené miesto vpichu testovanej latky, lymfatické uzliny,
pluca, pecefi, srdce, oblicky, slezina a mozog. VSetky vzniknuté [ézie, novotvary budi
prehmatané, odmerané (kaliper) zaznamenané a fixované pre histologické spracovanie.

Druh pouzitych zvierat a ich predpokladany podet:



Druh: My, nude nu/nu athymic, samce a samice.
Samce: 105 mySi + 9 ndhradné

Samice: 105 myS$i + 12 nahradné

Spolu: 231 mysi

Predpokladany prinos projektu:

Projekt je orientovany na oblast’ Pudského zdravia, konkrétne na profylaxiu organizmu proti
infekcidm. Testované bunkové linie sa nasledne pouZiji ako substancia k vyrobe vakcin pre
humanne pouZitie.

Predpokladany nepriazmivy vplyv/ujma na pouzité zvierati v ramci vykonavania
projektu:
V ramci vykonania pokusu budu na zvieratach vykonané nasledovné postupy:
» Neinvazivny postup — véZenie zvierat (raz za tyzderi) — kategoria krutosti ,,slaba®
krutost’
» Invazivny postup — subkutanna aplikécia testovanej latky (jednorazova) — kategéria
krutosti ,,slaba® krutost’
» Neinvazivny postup — palpatné vySetrenie miesta vpichu po 7dfioch od aplikécie
a nasledné palpacné vysetrenia pripadne vzniknutych novotvarov — kategéria krutosti
»Slaba® krutost’
> Neinvazivny postup — meranie velkosti (kaliper) pripadnych novotvarov — kategoria
krutosti ,,slaba“ krutost’
» Neinvazivny postup — inhalacna anestézia pred usmrtenim dekapiticiou (slaba
inhala¢na anestézia halotanom) — kategéria krutosti ,,slaba“ krutost’
> Invazivny postup — prezivanie zvierat po aplikacii fribroblastomov (pozitivna
kontrola) — kategdria krutosti — ,,stredna®

Spomenutym invazivhym a neinvazivnym postupom sa pre uspe$né splnenie cielov
navrhovanej Studie ned4d vyhnat, ale si minimalizované na najniZ$iu moznu mieru tak, aby
zvieratd neutrpeli ziadnu zdravotni, fyzicku ani psychickd ujmu. Testované bunkové linie
budi pasdZované do Cisla pasaZe 170, nepredpoklada sa teda vyskyt novotvarov.

Po aplikacii Vero buniek je moZzné o¢akavat' edém v mieste vpichu.

V pripade pozitivnej kontroly sa po niekolkych tyzdiioch od aplikacie odakava, ze sa v mieste
vpichu vytvorf novotvar. Novotvar moéze zniZit' kvalitu Zivota u zvierat. V pripade, Ze
novotvar presiahne 20 mm v jednom rozmere, pristipi sa k humannemu utrateniu zvierat'a.
V pripade, Zze novotvar nepresiahne 20 mm v jednom rozmere, ale zviera ma vyrazne
zhor§eny zdravotny stav, pocit'uje bolest’ a strach, pristipi sa k humannemu utrateniu, podla
human end point.

Uplatnenie zasad 3R:
> Refinement — v pokuse nebudi vykonané bolestivé zakroky pri ktorych je potrebné
pouzit' latky zmierfiujice bolest’. Slaba - strednd bolest mdZe byt spdsobend
systémovou reakciou na podanu latku. Po podani testovanej latky bude zvieratdm
venovand pozornost. Pre hodnotenie zdravotného stavu zvierat mame vypracovany
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whuman end point. V pripade naplnenia skére sa pristupi k humannemu utrateniu
zvierat'a. Ak by bolo utrpenie zvierat neprijatel'né pristipime k ,,human end point“.

» Reduction — poéty zvierat v pokuse st primerané, redukované v maximalnej miere tak,
aby sa nemohla ovplyvnit' validita pokusu.

> Replacement — Moznost’ ndhrady testami in vitro. Test na zvieratach sa nedd nahradit’
alternativnymi metédami in vitro z dovodu potreby reakcie zivého organizmu na
podanie latky a jeho systémové pdsobenie.

Postupy v projekte nepresahuju ,,stredny* stupeil krutosti, preto nie je potrebné spitné
posudenie projektu.



NAZOV PROJEKTU

Plazmaticka DNA pri chorobahch pedéene.
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& 40 Netechnické zhrnutie projektu
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 847/18-221/1

Klicové slova: zlyhanie pedene, tioacetamid, tetrachlérmetan, ligacia ZI¢ovodov,

extraceluldrna DNA
Ugel projektu: Zakladny vyskum
CIEL PROJEKTU

Projekt vychadza z aktudlnych poznatkov o réznych typoch extracelularnej DNA a
patogenéze zlyhani peene. Vychadzame z predpokladu, Ze rézne typy extraceluldrnej DNA,
Ci uZ bakteridlna, mitochondridlna alebo jadrova sd pri hepatopatidch vyssie ako u zdravych
jedincov a spolupdsobia pri multifaktoridlnej etioldgii podkodenia pedene. V predkladanom
projekte planujeme postupne experimentdine overit extraceluldrne koncentracie
jednotlivych typov DNA v plazme a slinach experimentalnych zvierat, u ktorych bude
vyvolany model zlyhania pecene. Predpokladame, Ze kaZdy z typov extracelulérnej DNA by
mohol prispievat k patogenéze hepatopatii. Ked%e pe&eri ovplyvriuje metabolizmus
viacerych organov, jej zlyhanie spdsobuje napriklad zvy$ent permeabilitu ¢reva. Baktérie
Zijuce v Creve sa translokuji do peéene a stimulujd imunitnd reakciu. Predpokladéame teda,
Ze DNA, ktora je uvoltiovand z baktérii vyvolava zapalové reakcie a negativne prispieva k
patogenéze hepatopatii. Pri takychto ochoreniach dochddza taktie? k sterilnému zépalu.
KedZe désledkom zlyhania pedene je nekréza hepatocytov a DNA je z nich uvolnovana do
prostredia, predpokladdme, Ze subtypy tejto DNA (jadrova a mitochondridlna) mé3u byt
potencialnymi pri¢inami vzniku sterilného zdpalu. PouZitim $pecifickych metéd molekularnej
biol6gie budeme schopni odlidit a porovnat jednotlivé typy ecDNA a tym sledovat funkciu

vSetkych spominanych typov.



SULAD ZASAD 3R

Dizajn pokusov, ako aj pocet jedincov v skupindch bude vychadzat z dostupnej
literatdry, ktord je zamerand na podobné problémy (a tam je beiny poéet n=15 na skupinu).
Toto je ddleZité pre porovnatelnost vysledkov s inymi datami, ale aj z hladiska dodriania
pravidla 3R pre experimenty so zvieratami. Analyza predbeZnych dat napr. z behavioralnych
testov poukazuje na to, Ze velkost skupiny by pri sile testu 90% a sledovanej variabilite, resp.
rozdieloch mala dosahovat az n=100 pri hladine vyznamnosti 5%. Tento pristup, Zial, nie je
mozZné aplikovat, preto sa budeme musiet drZat zauZivanych postupov a velkosti skupin.
Problém moZnej falo3nej negativity vysledkov sa budeme snaZit vyrieit analyzou rovnakych

veli¢in r6znymi testami, resp. metddami.

OCAKAVANA UJMA A PRINOS

Tento projekt si kladie za Ulohu objasnenie koreldcie extraceluldrnej DNA s
chorobami pedene ateda jeho prinos spodiva v prispeni k objasneniu patogenézy
pecenovych podkodeni. Nasledne budu tieto poznatky vyuzité k hladaniu daléich modalit
terapie hepatopatii, ktoré su potrebné.

Zvierata budl podstupovat ukony, patriace do kategérie stredné. Pri tychto
postupoch budu zvieratd pocitovat kratkodobu strednu bolest, utrpenie alebo strach, avsak
tieto tkony vo vyznamnej miere nenaruduji pohodu ani celkovy stav zvierat. Navyse, podas
vietkych invazivnych vykonov budl zvieratd uspaté a bude podand aj analgézia na
zabranenie vzniku bolesti a nésledne utrpenia.

Celkovy stav zvierat po vyvolani zlyhania pe¢ene nie je vyznamne zmeneny, kedZe ide
o kratkodobé modely zlyhania (chemické modely trvaju 1 den a chirurgicky model trvd 3
dni), pri ktorych dominuji zmeny na bunkovej a molekuldrnej trovni peéene. Pokusy budi
ukoncené predtym, ako zvieratd zaén( pocitovat vyrazny diskomfort stvisiaci so zlyhanim
pecene. V pripade chirurgického modelu mé3u zvierata po prebudeni sa z anestézy pocitovat
kratkodobu bolest alebo stres, ktoré stvisia so samotnym operacnym zakrokom a hojenim
rany. Na zmiernenie akéhokolvek utrpenia budid viak zvieratdm podané analgetika. Stres
a bolest zvierat pri Chemicky’/ch modeloch nebudd pritomné, ked?e tieto latky budu

zvieratam podané intraperitonedine potas celkovej anestézy.



Pri znamkach stresu, bolesti alebo distresu, bude zvieratdam podany Meloxicam. Nie
pausalne. Ak nezaberie analgetikum a stav zvierat sa bude zhoriovat, budd utratené.
Utratené budu pri dosiahnuti viac ako 60% z maximalneho skére, ktoré mézu dosiahnut pri
hodnoteni podla Sotocinala et al. 2011 (5 bodov z 8). Rovnako tak pri dosiahnuti inych bodov
human-endpointov.

Human endpointy:

dosiahnutie viac ako 4 bodov podla skérovacieho systému Sotocinal SC et al; The
Rat Grimace Scale: A partially automated method for quantifying pain in the laboratory rat
via facial expressions, Mol Pain. 2011; 7: 55.

strata telesnej hmotnosti o viac ako 20%

Bl strata schopnosti sa obsliZit (neschopnost napriek ad libitum prn’étupu k potrave a
vode, tieto dosiahnut).

dsilné dychanie, tvrdé brucho, so zndmkami sepsy, resp. peritonitidy

Pocet a typ zvierat
Druh poutzitych zvierat je mus musculus (my$ domova), $tandardny geneticky
nemodifikovany kmeri C57BL/6. Podet pouZitych zvierat na celdi dobu

rieSenia je 330 samcov kmefia C57BL/6 a 330mic kmefia C57BL/6.

Preukdzanie suladu s pofiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Nahradenie

PretoZe v pldnovanych experimentoch sa budd hodnotit alteracie funkcie a Struktary
organov a nasledky terapeutickych intervencii, je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal ,in
vivo“ na celom zvierati. VyuZitie bunkovych kultir alebo pocitacovych simulécii
neprichadzaju pri tomto type experimentu do Gvahy ako alternativny spdsob vyskumného
pristupu, navySe experimenty, ktoré by sa dali takto realizovat u? realizované boli a nam
ufahcili presnejsi dizajn experimentu. V tomto &tadiu ale pokusy musia byt realizované na

mysiach.

Obmedzenie



V experimentoch bude pouzity minimdlny mozny polet experimentalnych zvierat, ktory je
potrebny pre Statistické vyhodnotenie pouZitim dvojfaktorového ANOVA testu s posthoc
analyzami a zachovani dostatoénej Statistickej sily. Experimenty nebudt vykondvané naraz a
bude v nich pouZity minimalny po&et kontrolnych zvierat. Zvierata budd objednévané

v jednotnom ¢asovom intervale, aby sa predislo sezénnym zmenam a potrebe experiment

opakovat. V experimentoch sa pouZijui geneticky homogénne rovnaké skupiny zvierat.

Zjemnenie

Zvieratd budu potas pokusov sledované priebezne, so zdznamom kaZdé 4h pocas pracovnej
doby. Po postupoch, t.j. odberoch krvi, budd zvierata na vyhrievanej podloZke a? do
momentu zobudenia a sledované kontinudlne. Bolest a utrpenie budi hodnotené podla
Sotocinala et. al 2011, hodnotenie aspofi 1x do diia zapisované. Zvierata v evidentnom
distrese dostant analgetikum Meloxicam 0,5mg/kg s.c. V pripade, ¥e zvieratd budd
vykazovat zvySujlci sa distres, bolest a/alebo utrpenie podla nami navolenych human end-
pointov a napriek analgetickej lie¢be, bude zviera vyradené z experimentu. So zvieratami sa
bude manipulovat jemne, budi mat pristup k vode aj potrave ad libitum, v klietkach st

dostupné hracky.

Spatné posudenie
Vzhladom na to, Ze ide o projekt, ktory ma predpokladand ujmu strednu, projekt

nebude podliehat spatnému posudeniu.



Priloha €. 2

Netechnické zhrnutie projektu %ﬂ I / %?Ma? 7/3

Nazov projektu: Uloha osi mozog-peceli v stresovych podmienkach a po ovplyvneni
antidepresivami.

KPucové slova v projekte:

Mikrozomélna oxidédcia, cytochrém P450, &as spanku vyvolany hexobarbitalom (HIS), os
mozog-peteti, in vivo elektrofyzioldgia, serotonin (5-HT), noradrenalin (NE), dopamin (DA),
acetylcholine (ACH), somatostatin (SOM), horm6n uvoliujtci rastovy hormén (GHRH).

Uéel projektu:

efekt ant1depresw na thfO neurony

Opisat’ ciele projektu:

Specifickymi ciePmi projektu budu:

L. Identifikacia rozliénych fenotypov potkana laboratérneho na zéklade odlidnej
mikrozomalnej oxidécie v peéeni meranim diZky spanku vyvolaného hexobarbitalom:;
2. Stanovenie urovne anxiety potkanov laboratornych stéznym fenotypom

mirkozomalnej oxidacie v pefeni vyuzitim vyvySeného bludiska v tvare plus (EMP);
3. Stanovenie miery excitability neurénov uvolfiujucich 5-HT, NE, DA, SOM, a GHRH
u potkanov s roznym fenotypom mikrozomalnej oxidécie v pedeni.

Prinos z vykonaného projektu:

Stres zohréva kI'a¢ovu tlohu v spti§t'ani mnohych psychickych ochoreni, akymi je depresia,
uzkost’, panika a posttraumaticka stresova porucha (PTSD). Riziko vzniku stresu podobnych
portich je determinované intenzitou a dizkou trvania stresovych stimulov, ako aj vnitornymi
vlastnostami organizmu, ako st interakcie molekul zodpovednych za stresovii odpoved.
Glukokortikoidy st stresové hormény ktoré zohravajii vyznamnu tlohu podas stresovej
odpovede. Hladina glukokortikoidov je regulovani ich syntézou v nadoblitkédch a ich
metabolizmom v peceni. Metabolizmus glukokortikoidov v peleni cytochrémom P450 je
regulovany monoaminovym (serotonin: 5-HT, noradrenalin: NE a dopamin: DA) systémom
mozgu prostrednictvom niekolkych neurdlnych (acetylcholinom sprostredkovanych) a
endokrinnych (GH a SOM sprostredkovanych) drah. Interakcia medzi centrilnou
neurotransmisiou monoaminov a mikrozomalnou oxidéciou glukokortikoidov prostrednictvom
CYP v peCeni zohrava vyznamnu ulohu v patofyziologii stresom spdsobenych ochoreni a
taktieZ ovplyviiuje odpoved’ organizmu na antidepresiva a naladu stabilizujtce lietiva. Aviak
korelacia medzi mikrozomalnou oxidaciou, excitabilitou neurénov secernujiicich monoaminy,
acetylcholin, SOM a/alebo GHRH a efektom antidepresiv na tieto neurény nebola nikdy priamo
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skimand. Porozumenie vztahu mozog-pedeii v odpovedi na stres a lie¢bu antidepresivami
umoZni vyvinut noveé efektivnejsie a individualne dizajnované diagnostické a liedebné postupy
pre ochorenia spdsobené stresom.

Druhy pouZzitych zvierat a ich predbeiné poéty:

Laboratérny potkan — Rattus norvegicus, dospelé samce (120 ks podas troch rokov alebo 40 ks
ro¢ne), Sprague-Dawley, Velaz s.r.o0., Unétice, CR.

Zvierata pouZité v projekte budu rozdelené do Siestich skupin na zéklade meranych skupin
neur6nov: (1) 5-HT neurény dorzalneho nucleus raphe (FRN); (2) NE neurény locus coeruleus
(LC); (3) DA neur6ny ventralnej tegmentélnej oblasti (VTA); (4) ACH neurény dorzalneho
motorického jadra nervus vagus; (5) SOM neurény paraventrikuldrneho jadra hypotalamu
(PVN); (6) GHRH neurény nucleus arcuatus hypotalamu (ARN). Kazda skupina bude
pozostavat’ z 20 jedincov, aby sme mohli ziskat' $tatisticky vyznamné koreldcie medzi
excitabilitou neurénov, fenotypom mikrozoomalnej oxidécie a anxietou. Predpokladame, Ze

polovica zvierat ( n=10) bude mat’ rychly a polovica (n=10) pomaly fenotyp mikrozomaélnej
oxidacie.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vriamci vykondvania
projektu:
Zvieratd aZ do zalatia experimentdlneho postupu nebudu vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom.

Na zaklade merania diZky spanku vyvolanej hexobarbitalom (HST) rozdelime zvierata do
dvoch skupin: zvierata s rychlym a pomalym fenotypom mikrozomalnej oxidécie v pedeni.
Dvadsat’$tyri hodin pred stanovenim &asu spanku vyvolaného hexobarbitalom budu zvierata
deprivované od potravy, aby sme zamedzili ovplyvneniu CYP vyvolaného potravou.

predkladanomr proje ekte Na zaklade tychto skutocnostl sme lda51ﬁkovah krutost ktoru zv1erata
podstipia pri HST teste ako Lstrednt®,

AvSak zvieratd vystavené HST testu budi dosledne sledované. Ak bude zaznamenany
vyznamny pokles vahy, pokles prijmu vody a potravy, alebo bude zaznamenané nadmerné
agresivne spravanie zvierat, experiment bude preru$eny a zvierata budil humanne usmrtené.

Strnast” dni od stanovenia fenotypu pomocou HST sa so zvieratami nebude manipulovat’, ¢im
vylu€ime moZny nepriaznivy efekt na anxietu a excitabilitu neurénov spdsobeny potravovou
restrikciou alebo anestézou.



V jedenasty defi stanovime Uroveri anxiety zvierat pouZitim testom vyvySeného bludiska
(EPM). Bludisko v tvare kriza s dvoma otvorenymi a dvoma uzavretymi ramenami je z tmavého
polyvinylplastu. Ramena bludiska st 50 cm dlhé a 10 cm §iroké, umiestnené 50 cm nad zemou.
Zvierata sa vloZia do centralnej zony (intersekcia) vyvySeného bludiska (tvarou k otvorenému
ramenu), ktoru tvoril §tvorec o velkosti 10x10 cm. Digitdlna kamera bude zaznamendvat’
pohybovu aktivitu zvierata v otvorenych a uzavretych ramenach pocéas 10 min.

Pocas dvanasteho dila budu vykonané in vivo elektrofyziologické merania. Pred meranim budu
zvieratd podrobené celkovej anestézii. Potkany podstiipia anestéziu uretdnom alebo
chloralhydritom a budi vsadené do stereotaxického aparatu kvoli fixacii hlavy a lahSie
Standardizovanie polohy oproti snimacej elektrode. Po otvoreni narezaného skalpu sa do lebky
navrta otvor velkosti 3 mm urdeny na vsunutie elektréd do dorzalneho nucleus raphe (DRN),
locus coeruleus (LC), ventralna tegmentdlna oblast’ (VTA), dorzalne motorické jadro nervus
vagus (DMV), paraventrikularne jadro (PVN), alebo nucleus arcuatus (ARN) za udelom
zaznamenavania neurondlnej aktivity (generovanie akénych potencidlov) 5-HT, NE, DA, ACH,
SOM alebo GHRH neuroénov.

Pocas zaznamu z posledného 5-HT neurénu bude kazdému zvierat'u podany inhibitor spétného
vychytavania 5-HT (SSRI) escitalopram v koncentracii 0.1 mg/kg. Aplikacia prebehne
intravendzne cez katéter umiestneny v laterdlnej chvostovej véne. Na zéver bude porovnany
efekt escitalopramu na excitabilitu 5-HT neurénov v zvierat s rychlym a pomalym fenotypom
mikrozomalnej oxidacie v pedeni.

Po ukonceni elektrofyziologickych experimentov, budu zvieratd humanne usmrtené podanim
nadmerného mnoZstva anestetika.

Predpokladana viroven krutosti:
V3etky manipulacie so zvieratami a oéakavana miera krutosti je popisana v tabulke 3:

Manipulicia Uroveii krutosti
Handlovanie potkanov Slaba

VézZenie potkanov Slaba

Dvadsat’§tyri hodinova deprivacia od vody a potravy Stredna

Spanok navodeny hexobarbitalom Stredna

Test vyvySeného bludiska Slaba

Intraperitonealna aplikacia anestetika Stredna

Zavedenie katétra do laterdlnej chvostovej vény Slaba (vykonanie v anesteze)
Intraven6zne podavanie escitalopramu Slaba (vykonanie v anesteze)
Elektrofyziologické merania Bez moZnosti zotavenia

Celkova krutost’ projektu oznaéen4 ako stredna.



Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat: Nakol'ko sa v predkladanom projekte budeme zaoberat’ korelaciou
medzi fenotypom mikrozomalnej oxidécie, Giroviiou anxiety a excitabilitou 5-HT, NE, DA,
ACH, SOM, a GHRH neurénov nie je moZné zvierata nahradit’ inym modelom.

2. Redukcia poétu zvierat: Polty zvierat su stanovené z hladiska reprodukovatePnosti
a validity projektu. ZniZovanie po&tov by ovplyvnilo validitu dosiahnutych vysledkov. Aby
sme zniZili pouZity pocet zvierat budeme na zaznamenavanie bazalnej aktivity 5-HT neurénov
a efektu escitalopramu na excitabilitu 5-HT neurénov pouzivat tie isté zvierata.

3. Zjemnenie: pokial' je to moZné experimentdlne postupy buda vykondvané v celkovej
anestézii, aby nedochadzalo k zbyto&nému utrpeniu, spésobovaniu bolesti alebo zbytotného
stresu. Na zniZenie diskomfortu zvierat, ktoré budu 24 hodin deprivované od potravy pocas
stanovania HST, aktoré budu testované v EPM budu sluZit obohatené doméce klietky.
Obohatenie bude spodivat’ v umiestneni plastovych rirok a doméekov do domécich klietok.
Zvierata, ktoré podstipia HST alebo EPM budt o najskér umiestnené naspét’ do domacich
klietok. Zjemnenie spo&iva aj v dodrZiavani starostlivosti o zvieratd podla poZiadaviek
ustanovenych v nariadeni vlady. Zvieratd budu v pripade zistenia zhor§enia zdravotného stavu
z projektu vyradené a huménne usmrtené.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: ése  nie



Priloha &. 2

Netechnické zhrnutie projektu f/yf’p O / 18 o2/

Nazov projektu: Tumorigénny a metastaticky potencial voéi cisplatine rezistentnych buniek
odvodenych od F'udskych testikularnych nadorov zo zarodo&nych buniek.

KTacové slova: chemorezistencia, cisplatina, metastazy

Ukel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel’ projektu:

Hlavnym t&elom projektu je prispiet’ k objasneniu molekularnych mechanizmov veducich k
chemorezistencii testikularnych nadorov zo zarodo&nych buniek a ich metastdzovaniu, o mdZe
viest’ k progresii a relapsu naddorového ochorenia.

Cielom projektu je $tidium rozdielov v tumorigenicite a metastatickom potenciéli parentalnych
buniek aod nich odvodenych voéi cisplatine rezistentnych buniek testikularnych nadorov zo
zérodoCnych buniek, otestovanie potencialnych lieciv, resp. kombinécii lie¢iv a efekt knockout-u
vybranych génov na chemorezistenciu danych nadorov. Uvedené vlastnosti budii sledované aj na
PDX modeloch (z ang. patient derived xenograft) odvodenych z testikularnych nadorov pacientov.
V pripade pritomnosti metastdz budi tieto metastdzy odobraté a pouZité na izoliciu a néslednt
kultivaciu buniek. Takato populdcia buniek bude dalej $tudovani a pouZitd na identifikaciu
markerov  suvisiacich s metastatickym rozsevom u chemorezistentnych buniek. Ulohu
identifikovanych markerov v procese chemorezistencie a metastazovania overime pomocou_ich
knoekout-u, pripadne prostrednictvom cielenej farmakologickej inhibicie. Do naSich analyz budd
zahrnuté aj PDX modely, ktoré s vytvorené transplanticiou &asti Pudskych nadorov do
imunokompromitovaného hostitel'a, v naom pripade SCID/Beige mysi. Nadory ziskané z PDX
modelov maji funkéné, histologické a genetické vlastnosti zhodné s primdrnym pacientskym
nddorom, preto st vhodné na predklinické testovanie liediv, identifikaciu biomarkerov, blologlcke
Stadie, ¢i stratégie personalizovanej mediciny (Seol H. S. et al., 2014).

Prinos projektu:

Analyza chemorezistentnych a metastatickych buniek by ném mohla poskutnit informacie
o mechanizmoch a potencialnych markeroch, ktoré vedd k zvy$enému metastatickému potenciglu
chemorezistentnych buniek. Pochopenie tychto mechanizmov mdZe predstavovat’ vyrazny pokrok
Vo vyvoji novych terapeutickych modalit alebo zlep3enie sucasnych moZnosti terapie a tieto modely
by taktiez mohli byt’ pouZité na predklinické testovanie potencidlnych liediv.



Pocet a druh pouZitych zvierat: mys laboratérna SCID /bg, celkovo 360 zvierat/5 rokov a BALB/c
nu/nu 213 zvierat/5 rokov. Polet zvierat pre Gdely projektu je adekvatny, vzhPadom na 19
sledovanych skupin. Poéty v skupindch st minimalizované tak, aby mohli byt ziskané vysledky
Statisticky vyhodnotené. Ak ziskame $tatisticky signifikantné data z mengieho poétu zvierat, nebude
potrebné pouZit’ celkovy planovany podet.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v rameci vykonavania projektu:
Zvieratim budi injikované bunky, ktoré po niekolkych mesiacoch vyvolajii rast metastdz.
Predpokladime zhorfenie zdravotného stavu, ktory sa prejavi hiavne stratou hmotnosti, stazenym
dychanim. V pripade vyrazného zhorSenia zdravotného stavu a pri pozorovani priznakov vyrazného
dyskomfortu pristipime k eutandzii pomocou anestetika tiopentalu i.p. alebo izofluranovou
anestézou a/alebo dislokaciou krénych stavcov.

Predpokladana tdroveit krutosti:
kruta

Sulad s poZziadavkami ,,3R

Nahradenie

Pri tomto projekte pouZzivame na Stidium chemorezistencie, tumorigenicity a metastdzovania
predovSetkym in vitro modely: rast nddorovych buniek iz vitro v 2D a 3D kultivaciach, sledovanie
migracie ainvazivity in vitro, sledovanie angiogenézy na experimentdlnom modeli
chorioallantoickej membrany. AZ po pouziti vietkych tychto postupov in vitro prechadzame na in
vivo postupy apodet pouZitych zvierat sa snaZime minimalizovat’ pri zachovani $tatisticky
signifikantnych vysledkov.

Hlodavce v tomto $tadiu experimentov vak nie je moZné nahradit’ bunkovymi kultirami, ani niz§im
druhom Zivo¢ichov, experimentom na zvieratach predchadzaja $tudie v in vitro podmienkach.

Obmedzenie:

Na zaklade naSich skusenosti z predchadzajacich projektov, udajov z vedecke;j literatiry a nagich in
vitro §tadii sme schopni odhadnit’ zdkladné mnoZstvo nadorovych buniek injikovanych s.c. alebo
1.v. na vytvorenie xenograftov a metastdz. Podet zvierat v skupindch je minimalizovany tak, aby
mohli byt ziskané vysledky 3tatisticky vyhodnotené. Ak ziskame Statisticky signifikantné déta
z menSieho poctu zvierat, nebude potrebné pouZit’ celkovy planovany podet.

Zjemnenie:

Zvierata budi drzané v skupindch umoZiiujicich prirodzené socialne spréavanie so stalym prisunom
potravy a pitnej vody. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizujl traumatizaciu zvierat podas
injekénych aplikacii. Na projekte sa budi podielat’ len skuseni pracovnici vyskoleni na pracu
s laboratérnymi zvieratami. Zvieratd s vazne zhor§enym zdravotnym stavom budi eutanazované.



Budeme pouzivat anestéziu pri invazivnych zékrokoch atlmenie bolesti vramci pooperaénej
starostlivosti.

Spétné posiidenie projektu:
Ano - do $tyroch mesiacov od ukon&enia projektu.
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Netechnické zhrnutie projektu /() Cf%// ?

Nazov projektu: Tehotenstvo, imunita a virusy
Uloha cytokinov/chemokinov v imunitnej odpovedi na infekciu virusom chripky typu A

Kit€ové slova: virusy, imunitnd odpoved; Sirenie virusu, tehotenstvo, metaloproteazy, inhibitory

Ucel projektu:

Zakladny vyskum/Aplikovany vyskum

Ciel projektu: Hlavnym ciefom projektu je definovat patogénny dopad cytokinovej burky spdsobenej
infekciou virusom chripky typu A potas tehotenstva, otestovat akym spésobom NS1 protein manipuluje
drahy imunitnej odpovede a pochopit mechanizmus akym indukované enzymy a cytokiny ovplyviiujt
multiorganové rozsirenie virusu. Navy$e budeme testovat inhibitory metaloproteindz a NF-kB s rdznymi
virusmi a predpokladdme, Ze dosiahnuté vysledky najdu uplatnenie v terapii virusov.

Specificky ciel 1: Uréit moduléciu imunitnej odpovede na infekciu virusom chripky poéas tehotenstva
Specificky ciel 2: Studovat dlohu metaloproteindz (MMP) na Sirenie virusu chripky do inych organov
Specificky ciel 3: Analyzovat zmenu imunitnej odpovede a irenia RNA a DNA respiracnych virusov

v organizme pocas tehotenstva

Prinos projektu: ako vyplyva zo stanovenych cielov, prinosom by malo byf, e rozpozndme indukciu a
reguldciu jednotlivych cytokinov a ostatnych molekul, ktoré majd vplyv na imunitny systém, zvlast poéas
tehotenstva. Je déleZité, aby sme vedeli rozdiel medzi RNA a DNA virusmi pri sptétani imunitnych drah a pri
Sireni virusu do inych organov ako je mozog a srdce. Verime, Ze sa ndm podari najst faktory/molekuly, ktoré
su indukované po infekcii a st pre dany virus 3pecifické a jedineéné ako aj faktory/molekuly, ktoré su
spolotné pre vietky virusy. Nadobudnuté poznatky umoZnia zlepit a spresnit predikciu patogenity, mézu
prispiet pri vyvoji novych anti-virotik a mézu byt pouzité v terapii.

Pocet a druh pouZitych zvierat:

Mys laboratérna Balb/c, inbred, samice 2252 ks
Mys laboratorna Balb/c, inbred, samce 54ks
Mys laboratdrna, C57BL/6, inbred, samice 1368 ks
Mys laboratorna, C57BL/6, inbred, samce 30ks
Morca domace 10 ks

V adajoch o planovanych pottoch zvierat je zahrnuty aj poéet potrebny pre opakovanie niektorych pokusov.
Zdanlivo velky potet mysi je pldnovany na 5 rokov a zahffia 2 nezavislé projekty. Opakovania pokusov sa
vSak obmedzia na nevyhnutné minimum a budu slZit vyluéne pre overenie spornych vysledkov a objektivne
Statistické vyhodnotenia experimentov.

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

1



Experimentalne schémy mySiam nespdsobuju diskomfort, injekéné podanie testovanych latok spésobi
kratkodoby mierny stres.

Pri infekcii virusom budeme u my3f sledovat (bytok hmotnosti, apatickost, zjeZenie srsti. Ak ddjde k viac ako
20% ubytku hmotnosti — mysi budd eutanazované. Experimenty nebudil robené letalnou davkou virusu.
Pri stanovovani LDse sa nepriaznivy G€inok prejavi Ubytkom vahy, zjeZenou srstou. Ak dojde k viac ako 20%
Ubytku hmotnosti ~ my3i budi eutanazované, aby sa predi§lo k Ghynu mysi.

Na odber krvi zmorského prasiatka pouzijeme Mesokain gél na znecitlivenie pri doberani krvi zo srdca.

Predpokladana troveii krutosti: kruty
Sulad s poziadavkami ,3R"

Nahradenie

Hiodavce v tomto 3tadiu experimentov nie je mozné nahradit bunkovymi kultGrami, ani nizéim druhom
zivotichov, experimentom na zvieratach predchadzaju studie v in vitro podmienkach.

Odozva organizmu na imunizéciu a infekciu virusmi, najmé ak sa sleduje imunitna odpoved' a &irenie virusu
v organizme z pltc do srdca a mozgu je komplexny proces, na ktorom sa podiela vela faktorov a prave preto
sa v tomto pripade nedd in vivo nahradit bunkovymi kultirami. Mor¢a doméce potrebujeme ako zdroj
erytrocytov, pomocou ktorych sa stanovuje hemaglutinaény titer virusu chripky ako aj pritomnost virusu
chripky vo vzorke. Na hemaglutinacné titre je moiné pouZit kohutie erytrocyty, ale v sti¢asnosti nemame na
naSom Ustave podmienky pre chov kohtta. Vzhladom na nevyhnutnost pouZitia laboratérnych zvierat sa v
projekte sleduje a uplatiiuje najnovsia legislativa v stvislosti so smernicami o pouZiti zvierat na vedecké
tcely 2010/63, Zbierka zakonov €. 377/2012 a Vyhlaska 436.

Obmedzenie:

Na zaklade naSich skisenosti z predchadzajucich projektov, Udajov z vedeckej literatdry a nasich in vitro
Studii sme schopni odhadnut zakladné dévkovanie. Potet zvierat v skupindch je minimalizovany tak, aby
mohli byt ziskané vysledky Statisticky vyhodnotené. Ak ziskame $tatisticky signifikantné data z mengieho
pottu zvierat, nebude potrebné pouizit celkovy pldnovany poéet. PouZitie dvoch kmefiov mys3i je zddvodneny
tym, Ze budemem pouZzivat novozavedeny model sledovania imunitnej odpovede na alogénne asyngénne
tehotnych mysiach a preto potrebujeme C57BL/6 aBalb/c my3i. C57BL/6 sU vzhfadom na svoj MHC
haplotyp vhodnej$im modelom ako Balb/c mysi.

V Gdajoch o pldnovanych pottoch zvierat je zahrnuty aj poget potrebny pre opakovanie niektorych pokusov.
Zdanlivo velky pocet mysi je pldnovany na 5 rokov. Opakovania pokusov sa viak obmedzia na nevyhnutné
minimum a budu sldZit vyluéne pre overenie spornych vysledkov a objektivne 3tatistické vyhodnotenia
experimentov.

Zjemnenie:

Pocas sledovaného obdobia nebude brédnené zvieratdém v prirodzenom sprévani. Budd dodrzané $tandardy
chovu, umiestnenia a starostlivosti. Zvieratdm bude poskytovand vieobecnd veterindrna starostlivost.
Zvieratd budu drZané v skupindch umoZriujucich prirodzené socidlne spravanie so stalym prisunom potravy,
pitnej vody abudi mat vacSie mnoistvo podstielky a iného materidlu na stavbu Gkrytov. Maéame
vypracované postupy, ktoré minimalizujt traumatizéciu zvierat polas injek¢nych aplikacii. Na projekte sa
budd podielat len skdseni pracovnici vySkoleni na précu s laboratérnymi zvieratami. Zvieratd s véZne

N



zhorSenym zdravotnym stavom (ak strata hmotnosti bude viac ako 20%, pripadne dbjde k strate

pohyblivosti) budi eutanazované.

KaZdodenn starostlivost o zvierata v pokusoch bude vykonavat $koleny persondl - pracovnici uzivatelského

zariadenia.

Pocas infikovania a poddvania MMP alebo TIMP budi my3i narkotizované, aby sa im zniZil stres a bolest.

Tabulka krutosti

Adaptécia-viruéu (2 dni)

infekcia  robend v anestézii,
infekcia sa za 2 dni neprejavi
symptomaticky

slaba

Stanovenie LDso (8 dni)

Infekcia  robend v anestézii,
G€inky  infekcii sa  zaénd
prejavovat po 3 dfioch po
infekcii, &im viac virusu sa
pouZije, tym budi symptémy-
zjeiend srst, triagka, letargia
a Ubytok hmotnosti viac ako 20%,

slaba-krutd (v zavislosti
davky virusu)

od

Intranazilna infekcia v anestézii

Bude robené v anestézii, nebude
to mat vplyv na zviera

slaba

Stadie na alogénne a syngénme
parenych mySiach

Infikovanie bude robené
v anestézii, nepouZije sa letdlne
ddvka, slabSie aZ stredne silné
symptémy infekcie — zjeZena srst,
letargia a Ubytok hmotnosti
menej ako 20%, sa prejavia za 3
dni po infekcii a po 6 dni zmizni

slaba — stredna (v zavislosti od

davky virusu, nebude

sa

pouzivat’ letalna davka virusu)

Testovanie inhibitorov  anti-

oxidacie

Infikovanie a podavanie
inhibitorov bude robené
v anestézii, nepouZije sa letdlne
davka virusu, slab8ie aZ stredne
silné  symptémy infekcie —
zjeZend srst, letargia a Ubytok
hmotnosti menej ako 20%, sa
prejavia za 3 dni po infekcii a po 6
dni zmiznu

stredna

Testovanie éinku
metaloproteinaz na $irenie virusu
do mozgu

Infikovanie a poddvanie MMP
bude robené v anestézii,
nepouZije sa letdlne ddvka,
slabSie  aZ  stredne  silné
symptomy infekcie — zjeZenad srst,
letargia a Ubytok hmotnosti
menej ako 20%, sa prejavia za 3
dni po infekcii a po 6 dni zmizni

stredna

Testovanie inhibitorev
metaloproteindz (TIMP)

Infikovanie a poddvanie TIMP
bude robené v anestézii,
nepouZije sa letdlna dévka,
slabsie az  stredne  silné
symptémy infekcie - zjeZené srst,
letargia a Ubytok hmotnosti

stredna




menej ako 20% sa prejavia za 3
dni po infekcii a po 6 dni zmizntd

VaZenie zvierat Nemad vplyv na zvieratd slaba
Opakovana intraperitonedlna | Bude robend vanestézii, takie | strednd
aplikdcia latok nebude mat vplyv na zvieratd

Odber kyvi z mordiat PouZije sa Mezokain na lokdine | slaba

znecitlivenie, zviera nepreiiva
stres anedochddza kzmene
stavu zvierata

Spdtné postdenie projektu:

Ano do troch mesiacov od ukonéenia projektu

Ao 41.04.202.3
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Netechnické zhrnutie projektu - T 0/'// ¥ /

Nazov projektu:
Vplyv zmien v expresii transportnych systémov pre vapnik, najma IP3 receptorov typu 1 a 3, na fyziolégiu
a patofyziolégiu solidnych nadorov.

- KPGcové slova:
inozitol 1,4,5-trisfosfatovy receptor, IP3R, tumorigenéza,

Ukel projektu:
Zakladny vyskum

Ciel projektu:

Protinddorova terapia je v centre zaujmu vedcov a klinikov neustale, pretoZe nedostato¢na odpoved niekto-
rych typov nadorov na sucasnu liecbu je pretrvavajlcim problémom. Hiadanie novych lietebnych modalit je
preto nevyhnutnostou. Ciefom pldnovaného projektu je vyhodnotit, aky vplyv majd zmeny v expresii tran-
sportnych systémov pre vapnik, najma IP3 receptorov typu 1 a 3 (IP3R1 a IP3R3), na fyzioldgiu a patofyzio-
I6giu solidnych nadorov.

Prinos projektu:
Potvrdenie vplyvu funkénej delécie IP3R1 alebo IP3R3 na inhibiciu rastu nadorov.

Pocet a druh pouzitych zvierat:
72 ks mysi kmenia Balb/c nu/nu.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:
PouZité zvieratd neutrpia ujmu okrem kratkodobého mierneho stresu spdsobeného neinvazivnymi zédkrokmi,
ako su: subkutdnne podanie nadorovych buniek, meranie rastu nddorov, humanne usmrtenie zvierat.
Zdravotny stav zvierat sa bude denne kontrolovat. U zvierat, ktoré vyvini nador budeme sledovat ich spra-
vanie, €i maju zhrbeny postoj, zmenu vyrazu tvare alebo najeZent srst. Za human end point budeme pova-
Zovat zmenu vyrazu tvére podla publikdcie (DJ Langford et al., 2010: Coding of facial expressions of pain in
the laboratory mouse, NATURE METHODS, VOL.7 NO. 6 JUNE 2010; doi:10.1038/nmeth.1455), pri ziskani
minimalne 4 bodov v zmene vyrazu tvare bude zviera utratené. Zvieratd sa usmrtia cervikalnou dislokéciou
alebo podanim letdlnej davky thiopentalu s naslednym kardidlnym preplachom fyziologickym roztokom
potrebnym pre ndsledné spracovanie tkaniv. Usmrtenie zvierat na konci pokusu je nevyhnutné pre ziskanie
nadorového tkaniva.

Predpokladana troven krutosti: celkova Groveri krutosti postupov v projekte je stredna.

Silad s peziadavkami ,,3R*

Nahradenie:

Hlodavce v tomto Stddiu experimentov nie je mozné nahradit bunkovymi kultGrami, ani niz§im druhom Zivo-
gichov. Experimentom na zvieratach predchédzali ttdie v in vitro podmienkach, kde sa vplyv funkénej delé-
cie v IP3R1 alebo IP3R3 receptoroch na rast nadorovych buniek potvrdil. Vysledok in vitro je viak nutné ove-
rit na in vivo modeli.

Obmedzenie:
Pocet zvierat v skupindch je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky $tatisticky vyhodnotené.



Zjemnenie:

Zvieratd budl drzané v skupinach umoZriujlcich prirodzené socidlne spravanie so stalym prisunom potravy a
pitnej vody. Budu mat obohatené prostredie materidlom na stavbu hniezd a ukrytov. Podfa nasich skisenos-
ti a Udajov z literatury, subkutdnne nadory tohto typu nesp6sobuji mysiam vyznamnu zdravotnd ujmu, na-
kofko nadory neprerastaju tkanivd a nemetastazuji. Na projekte sa budd podielat len skiseni pracovnici
vyikoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami. Zvierata s vazne zhordenym zdravotnym stavom budu euta-
nazované.

Spétné posidenie projektu:
Projekt nevyzaduje spdtné posudenie.



Priloha €. 4
Netechnické zhrnutie projektu podfa §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia vlady SR &. 377/2012

Nazov projektu: Charakteristika pohlavného dimorfizmu kaslovej odpovede morgiat - vytvorenie a
validacia modelu na vyskum kasla zohladnujticeho obe pohlavia experimentalnych zvierat

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: szZﬁ(f#/{Y/ZZ.«// 3
Kraéové slova v projekte (max 5 slov): pohlavie, dimorfizmus, kasel, Zena, samica
Ucel projektu': Zakladny vyskum, transiacny

Opisat’ ciele projektu:

Zo vsetkych laboratérnych zvierat vyuZivanych vo vyskume ka$la je najvhodnej$im modelovym
zvieratom mor¢a domace. Tento model umoztiuje podla doteraj$ich poznatkov a skusenosti, najlepsiu
translaciu ziskanych vysledkov do klinickej praxe, pretoze neurofyzioldégia a neurofarmakolédgia
bludivého nervu mordiat je najviac podobna ludskému (Belvisi & Bolser, 2002).

V experimentalnom vyskume kasla sa vyuZivajl samce morcéiat kmena Dunkin-Hartley, av3ak
syndrém hypersenzitivneho kasla postihuje najma Zeny a jeho patomechanizmy s nedostatoéne
objasnené (Morice, 2013) —~ teda model vyuZivajuci exkluzivne samce neposkytuje dostatocni
translaciu vysledkov zo zakladného vyskumu na “pacientov”, ktoré su predovSetkym Zeny.

Cielom predlozeného projektu je detailne charakterizovat ka$fov(i odpoved samic mordiat na
najéastejSie vyuZivané tusigény, odpovede na senzibilizaciu a Standardne pouZivané antitusika.
Nasim zdmerom je na zaklade tychto experimentov sa vyjadrit k moznosti vyuZivania samic morgiat v
zakladnom vyskume kasla, &i uz v podobe samostatnych skupin, ak sa zistia signifikantné rozdiely
medzi odpovedou samic a samcov, alebo v podobe zmieSanych skupin, ak sa bude kasfova odpoved
samic svojou intenzitou, latenciou, citlivostou a charakterom podobat' kasfovej odpovedi samcov.

Nasim ciefom je pripravit novy model zohladfiujici pohlavny dimorfizmus ka$lovej odpovede
experimentalnych zvierat, ktory by umozfoval presnejsiu transiaciu vysledkov zakladného vyskumu na
populaciu pacientov trpiacich dystusiou, kaslovou hypersensitivitou na periférnej a centralnej urovni.

Dalsim ciefom je blizSie identifikovat hormonalne mechanizmy, ktoré sa podielaju na pohlavnom
dimorfizme kaslovej odpovede popisovanom v literatire, ktory sa aj prakticky odzrkadiuje na zloZeni
populacie pacientov navstevujicich kaslové kliniky — ide v dvoch tretinach pripadov o Zeny v peri- a
postmenopauzalnom veku.

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

Experimentalne postupy vykonavané len na jedincoch muzského pohlavia poskytujii vysledky, ktoré
su nasledne aplikované na cel( populaciu pacientov, ktorymi s v naSom pripade hlavne Zeny. Tento
pristup vedie k niektorym javom, ktoré si pozorované nielen v zakladnom vyskume kadla, ale v
biomedicinskom vyskume vo v8eobecnosti. Napriklad lie¢iva testované len na samcoch nedosahuji
pozadované terapeutické Uinky u Zien v klinickych $tadiach a takisto zvy$eny vyskyt neZiaducich
ucinkov u Zien je vy3si ako u muZov (Mogil a Chanda, 2005).

Absencia samic morCiat v zakladnom vyskume kas$la je jeden z hlavnych dévodov pre¢o nemame
dostatok poznatkov o kaslovej odpovedi samic moréiat. Vytvorenie a validacia takéhoto madelu mdze
prekonat’ medzery medzi zakladnym vyskumom a situaciou pozorovanou v klinickych $tadiach.

Experimentalne postupy vykonavané exkluzivne na jednom pohlavi jednoznaéne preferuji samce.
Pomer vedeckych publikacii s postupmi, ktoré boli vykonané na samcoch verzus na samiciach je
najvyraznejSie posunuty v prospech samcov v oblasti neurovied (5,5:1), farmakoldgie (5:1) a fyziologie
(3,7:1) (Beery a Zucker, 2011) — v8etky tieto oblasti sa priamo dotykaju stidii zosilneného kaslového
reflexu.
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Analyza literatdry tykajicej sa experimentov v zékladnom vyskume kasla ukazala len niekolko malo
vysledkov. Toto je dalSi dokaz, ako predpojatost a nespravne predpoklady ovplyvnili experimentdlne
postupy v zakladnom vyskume kaslového reflexu. Stidia Forsberga a kolegov z roku 1988, ako jedna
z prvych kaslovych Stadii s bdelymi mor¢atami, vyuzivala jedince oboch pohiavi, avdak pohlavie
nebolo zohfadnené pri analyze vysledkov (Forsberg et al., 1988). Samice moréiat boli vyuZzité v stadii
navrhnutej Ebiharom a kol. (Ebihara et al., 1996), ktori Studovali mechanizmy kasla indukované
inhibitormi angiotenzin konvertujiceho enzymu (ACE-i) vo $tyroch skupinach zvierat — predlieGenych
danazolom, cilazaprilom, ich kombinaciou a bez predlietby. Tato $tudia ukazala vzostup citlivosti
kasfového reflexu v pritomnosti ACE-i pri nizkej plazmatickej koncentracii estrogénu.

Predpoklada sa, Ze u samic sa vyskytuje prirodzene zvy$ena variabilita a heterogenita fyziologickych
procesov a cyklické zmeny spdsobené periodickymi zmenami ich hormonalneho stavu predstavuji
prekazku v ich zahrnuti do zakladného biomedicinskeho vyskumu. MnoZstvo nedavno publikovanych
studii dokazuje, Zze Stddium samcov a samic poskytuje reprodukovatelné vysledky aj bez sledovania
hormonainych cyklov (Goy et al., 1980). Predpokladame, Ze v zakladnom vyskume kasla je
nevyhnutné v experimentalnych postupoch vyuZivat obe pohlavia laboratérnych zvierat na ziskanie
dat s omnoho lepsim translaénym potencialom.

V stCasnosti sa grantové agentiry orientuj na podporu tych vyskumnych projektov, ktoré bert do
uvahy pohlavie laboratérnych zvierat a experimenty zahffiaji tak samce ako aj samice. Takéto
podmienky maja v sebe velky potencial redukovat ,pohlavny bias“ v biomedicinskom vyskume (Beery
a Zucker, 2011). Pohlavné rozdiely v kaslovej odpovedi u morciat neboli nikdy systematicky
Studované. Pilotnd Studia ich odpovedi na aerosél kyseliny citronovej (KC) odhalila, e kasfova
latencia — ¢as od zaCiatku expozicie tusigénu do objavenia prvého kasla je vyznamne krat$i u samic
ako samcov morciat. Celkovy pocet kaslov u samic po€as expozicie aerosolu KC je takisto vy38i u
samic ako u samcov. Tieto predbeZné data ukazuju, Ze drazdivost dychacich ciest u samic moréiat je
vy$8ia ako u samcov (Plevkova et al., 2016).

Hoci sa postupne zvySuje mnozZstvo poznatkov o pohlavnych rozdieloch kaslového reflexu, vyskum
kasla, ako aj testovanie antitusickych terapeutickych stratégii sa vykonava na modeloch vyuzivajlcich
predov3etkym samce. Validacia modelu, v ktorom by boli aj samce aj samice by predstavovala prelom
vo vyskume kadla, nakolko kaSlova odpoved samic moréiat nebola nikdy detailne a systematicky
Studovana. Vytvorenie modelu, ktory kopiruje demografické zloZenie kohortu pacientov trpiacich
chronickym kasfom je prioritnou otazkou vSetkych laboratdrii, ktoré sa venuja nielen vyskumu kasla,
ale vyskumu fyzioldgie a patofyziologie respiraéného systému véeobecne.

Predpokladame, Ze vytvorime model zahffiajici obe pohlavia pre zakladny vyskum ka$fa a data
ziskané pomocou tohto modelu budd mat' ovela lepsi translaény potencial.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:
Mor&a domace (Cavia porcellus), Dunkin-Hartley, samce a samice, celkovy pocet: 158 (47 samcov,
111 samic) /4roky

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Metodické postupy, ktoré pouzijeme pri realizacii projektu pouzivame dlhodobo a velmi sa osvedgili v
ramci  rieSenia  predchadzajucich  vedecko-vyskumnych dloh. Tieto metdédy zahfiiaju:
senzitizacia ovalbuminom (intraperitoneaina injekcia ovalbuminu), zvieraci model hyperreaktivity
dychacich ciest (opakovana i.n. expozicia ovalbuminu), vySetrenie kaslovej reaktivity v bdelom stave.
Uvedené experimenty si z naSej skisenosti dobre tolerované, st Uplne ¢ulé so zaujmom o krmivo
a vodu.

V pripade experimentov bez moZnosti zotavenia zvierata (vySetrenie kaslovej reaktivity v celkovej
anestézii) bude usmrtenie vykonané humannym spdsobom — tu sa postup ukonéi pridanim dodatoénej
davky anestetika. Davka na uspatie moréata do hlbokej anestézie je pri 50% uretane pribliZne 0,5
ml/200 g jedinca. Davka na usmrtenie je 2 ml 50% uretanu na 200 g jedinca.

Experimenty su pripravené tak, aby sa maximalne vyluéil strach, zbytoéna bolest a utrpenie zvierat

a aby boli zvierata vyuzité humanne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov. Velka
pozornost bude zamerana na adaptaciu s personalom a laboratornym prostredim.
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KedZe vramci projektu uvazujeme s metodikami, ktoré spadaji pod stredn(l mieru krutosti, zvierata
budl po podstipeni takéhoto zakroku monitorované a o human end point bude rozhodnuté na
zaklade skore popisaného v prilohe 1.

Predpokladana aroveni krutosti:
Experimenty, ktoré bud( vramci projektu vykonavané na zvieratach spadaju podfa prilohy 4
Nariadenia viady SR &. 377/2012 Z.z.do nasledovnych kategérii:

slabé:
o vazenie, jednorazova aplikacia latok; predpokladame, Ze zvierata nebudu pocitovat bolest
e kozny alergicky test

stredné:

e senzitizacia ovalbuminom (intraperitonealna injekcia ovalbuminu);

e zvieraci model alergickej rinitidy (opakovana i.n. expozicia ovalbuminu)

e opakovana inhalacia aerosoélov, ktora nie je bolestiva, avSak vyvolava kasel (priemerne 10
kaslov za 10 minat) predpokladame, Ze zvierata bud( pocitovat strach a dyskomfort spojeny s
pobytom v komore pletyzmografu, hoci sa na tento stav vopred adaptuja (v pripravnej faze
postupov). Predpokladame, ze zvierata nebudi mat zavazne narusent pohodu ani celkovy
zdravotny stav.

e odber krvi z uSnej vény

bez moznosti zotavenia:
o ide o postupy, ktoré sa celé vykonavaju v celkovej anestézii,. po ktorej uz zvierata
nenadobudnt vedomie; ide o vySetrenie kaslovej reaktivity v celkovej anestézii

Uplatiovanie zasad 3R

Nahradenie:

Pokus nie je mozné vykonat bez pouzitia laboratérnych zvierat. Moréa domace je jeden z
najrelevaninejSich modelov aferentnej inervacie dychacich ciest a plic vo vztahu ku kaslu.
Neurofyziologické a neurofarmakologické parametre u mordiat st idealne pre vykonanie translaénych
8tadii s validaciou dat priamo u &loveka. Pri tomto planovanom pokuse neexistuju alternativne metody,
pretoze na pokus nie je mozné pouzit niz8i druh laboratornych zvierat (mys, potkan, pretoze nemaj
vyvinuty kaslovy reflex (prehfadne spracované v Cough sensors, |. HandbExpPharmacol, 2009,
(187,:23-47. Prieskum databaz ukazal, Zze vzhladom na komplexnost centralnej nervovej regulacie
ka&la nie je mozné pouzit modelovanie ani jednoduchsie systémy (bunkové kultary a pod.

Existencia medzidruhovych rozdielov méze vyznamne zhorSovat translaciu vysledkov ziskanych v
experimentoch na zvieratach.

Redukcia:

Jednotlivé pokusy budi vykonané na najnizSom poéte jedincov tak, aby bol vysledok pokusu
Statisticky hodnotitefny a data ziskané z pokusu relevantné. Maximalny pocet zvierat pouzitych v
celom pokuse bude 158 jedincov (na 4 roky). Tieto budl rozdelené do &iastkovych pokusov tak aby
kazda skupina samcov obsahovala pofet 8 jedincov, skupina samic, kde sa oCakdva vyssia
interindividualna variabilita bude obsahovat 10 jedincov. Nami navrhované pouzitie poétu jedincov
vychadza z dlhoroénych skusenosti vo vyskume kasla u bdelych zvierat, ako aj Gdajov z literattiry,
ktoré predpokladaju vysSiu variabilitu samic v porovnani so samcami z dévodu hormonalnych cyklov a
ich vplyvu na biologické parametre.

Zjemnenie:

Pokus je minimalne traumatizujici pre zvierata. Pri vySetreni kasla v bdelom stave s zvierata
(mor€ata) umiestnené v dvojkomorovom pletyzmografe, kde inhaluju aerosol kysliny citronovej,
pripadne dalSich aerosodlov, ktoré maji potencial vyvolat kasla ako kapsaicin, cinnamon aldehyd,
hypo, 6 hyperosmolarne rozioky a bradykinin. Tento postup zvieratd znasaju pokojne, hlavne po
predchadzajlicej adaptacii na tato situaciu (na zadiatku postupu sa zvierata minimalne 2 krat exponuju
aerosolu fyziologického roztoku, aby si zvykli na pobyt v pletyzmografe. inhalacia tusigénov a pobyt v
celotelovom pletyzmografe nespdsobuju zvieratam bolest. Zvierata netrpia neustalym kasfom alebo
priznakmi alergickej rinitidy — tieto prejavy, resp. kasel sa prejavia iba v laboratérnych podmienkach
(tj. raz do tyzdia).
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Vysetrenie kasfa u mor¢iat

Bdelé zvierata su umiestnené v dvojkomorovom pletyzmografe, kde je privadzany aerosdl tusigénnej
latky v nadprahovej koncentracii (0.4M). Na hornt &ast' zariadenia je napojena pneumotachograficka
hlavica a mikrofon, ktoré sa vyuzivaji na identifikaciu kasfa. Aerosdl s priemerom &astic 1,2 um je
generovany v tryskovom nebulizéri a privadzany do prednej komory prietokom 5 I/min, rovnakou
rychlost'ou je z komory aj odsavany.

KaSel sa sleduje pofas definovaného &asového intervalu na zaklade zmien prietoku vzduchu a
preciznej analyzy zvuku kasla.

KaSel sa vySetri aj u zvierat v anestézii (uretan 1,5g/kg). V supinacnej polohe sa spristupni larynx a
trachea. Do dolnej Casti trachei sa zavedie kanyla, zabezpe€ujlica dychanie, na bo¢ny port kanyly je
napojeny tlakovy prevodnik. Horna &ast trachei sa otvori pozdizne a sliznica sa premyva Krebsovym
roztokom, ten sa odsava cez tenk( kanylu vyvedenl nosom von. Kasel sa vyvolava priamo
kvapkanim kyseliny citrénovej (0,001-2 M) do premyvane;j trachei. Pocita¢ konstruuje krivky kaslovej
odpovede v zavislosti od davky, vzdy v 1 min intervale.

KaSel sa hodnoti vizualne na zaklade pritomnosti ,kaslového” Usilia a zo zvy3enia trachealneho tlaku
pri min. 500% zvySeni exspiraéného prietoku predchadzaného hlbokym inspiriom.

Alergicky zapal nosovej sliznice

Zvierata sU senzibilizované intraperitonealnym podanim ovalbuminu (OVA) 0,01mg v suspenzii
s Al{OH); v 1 ml fyziologického roztoku. Po 21 dfioch je senzibilizacia potvrdena prick testom. Pre
vyvolanie rinitidy podame senzibilizovanym zvieratam i.n. 0,075mg OVA v 0,015 ml fyziologického
roztoku. Priznaky rinitidy sa rozvind v priebehu 5 min a kulminuja v priebehu jednej hod od podania
OVA.

Vyvolanie alergickej rinitidy je kratkodoby, kontrolovany proces, ktory od podania alergénu
infranazalne po vymiznutie symptémov trva maximalne jednu hodinu. Podla nasich predchadzajlcich
skusenosti je to v priemere 30 minut. Zvierata kychajd, otieraju si nos prednou labkou, slzia im oci
amaji vytok z nosa. PocCas tohto ¢asového okna sa vySetruje kaslova odpoved. Mimo laboratéria
zvierata neprichadzaju do styku s alergénom, t.j. nemaju ziadne prejavy alergickej reakcie.
Senzibilizované moréata budd umiestnené v centrdlnom zverinci so $tandardnou starostlivostou
v stilade s platnou legislativou. Stav morgiat bude v Centralnom zverinci denne monitorovany a bude
sa hodnotit’ skére pre humane end-point.

Sledovanie hormonalnych hladin

Hormonalne hladiny budd sledované z venéznej krvi samic, odobraté z v. saphena postupom
odpori¢anym podla autorov Birck a spol., 2014, ktory publikovali odborny material doplneny o
videoukazky jednotlivych postupov (Non-terminal blood sampling in guinea pigs). Hladiny hormoénov
budd hodnotene pomocou imunoanalyzy (Immulite Progesterone and Immulite, Estradiol; Diagnostic
Products Corporation, US).

Experimenty bez moZnosti zotavenia zvierata:

V pripade experimentov bez moznosti zotavenia zvierata (vySetrenie kaslovej reaktivity v celkovej
anestézii) bude usmrtenie vykonané humannym spbsobom — tu sa postup ukonéi pridanim dodatocnej
davky anestetika. Davka na uspatie mor€ata do hlbokej anestézie je pri 50% uretane priblizne 0,5
ml/200 g jedinca. Davka na usmrtenie je 2 ml 50% uretanu na 200 g jedinca.

VSetky aktivity suvisiace s postupmi budeme vykonavat v sulade s platnymi zakonmi a nariadeniami o
starostlivosti 0 laboratérne zvieratd, aby sme zabezpecili humanne zaobchadzanie so zvieratami,
v zaujme odblravania siresu zvieratd bud( adaptované na persondl a laboratérne podmienky este
pred samotnym vykonavanim postupov. Metodické postupy, ktoré pouzijeme pri realizacii projektu
pouzivame dihodobo a osvedgili sa v ramci rieSenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych Gloh.
Vysledky ziskané tymito metdédami boli publikované mnoZstvom prac a prezentované na mnohych
odbornych férach nielen doma ale aj v zahraniéi. Postupy su pripravené tak, aby sa maximalne vylGg€il
strach, zbytotna bolest a utrpenie pokusnych zvierat aaby boli zvieratd vyuzité humanne a
zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano nie
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Priloha ¢. 4
Netechnické zhrnutie projektu podia §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia vlady SR &. 377/2012

Nézov projektu: Analyza Casovej zavislosti patogenézy Parkinsonovej choroby v periférnom

a centralnom nervovom systéme.

Klticové slova v projekte (max 5 slov): Parkinsonova choroba, a-synuklein, periférny nervovy

systém, rotendn, zvieraci model
Ucel projektu”: Zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

Parkinsonova choroba (PD) je progresivne neurodegenerativhe ochorenie manifestované
motorickymi symptémami ako su tremor, svalovd stuhnutost, & poruchy postoja. Klinickymi
nemotorickymi prejavmi si napr. zépcha, dysosmia, dysfagia, ¢i ortostatickd hypotenzia, ktoré
signalizuju pritomnost ochorenia eSte pred samotnym zhor$enim motorickych funkcii. Viaceré §tadie
animalnych modelov identifikovali zmeny periférneho nervového systému (PNS) aZ niekolko rokov
pred zaliatkom degenerdcie CNS. Nejasnym stdle ostdva presny mechanizmus progresie ako aj
Casovy priebeh rozvoja patologickych znakov v jednotlivych periférnych anatomickych $truktarach.
Analyza molekuldrnych zmien stvisiacich s PD v ¢ase a na roznych Grovniach nervového systému po
navodeni patogenézy PD umySi by mohla pomdct k ziskaniu chybajlcich poznatkov
o etiopatogenéze ochorenia. Vyraznym spésobom mézu byt definované prvotné zmeny v
jednotlivych  periférnych  organovych  sGstavdach  zapojenych do rozvoja  zévaZného
neurodegenerativneho ochorenia, akym je PD.

Hlavnym ciefom predkladaného projektu je ziskanie doplfiujicich, avSak kla¢ovych informdcii
0 priebehu patogenézy PD z <¢&asového aanatomického pohladu u rotendnom indukovanom
mySacom modeli ochorenia. Sustredenie sa na niZSie stupne nervového systému, ktorého
poskodenie sice nehra dominantni Glohu z hladiska zdvaZnosti patologickych zmien spdsobenych
parkinsonizmom na zdravie jedinca, avSak umozZiiuje pozorovat prvotné $tadia ochorenia s lep3ou

progndzou jeho ovplyvnenia ako aj moZnostou véasnej diagnostiky.
1A) Vyvoj/vytvorenie mysacieho modelu patogenézy PD vPNS zalozenom na oralnej

a subkutannej aplikacii rotendnu.

e Stanovenie ¢asu nastupu motorickych symptdmov prislichajicich rozvoju PD .
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e [munohistochemicka analyza pritomnosti patologickych znakov PD vo forme cytoplazmatickych
inklazii (agregovany a-synuklein (aS), Lewyho telieska (LB)) v periférnych organoch a CNS po
chronickom podavani rotenénu.

e |dentifikdcia pripadnych rozdielnych ohnisk patologickych zmien pri dvojakom type poddvania

rotenodnu, a to pod koZu alebo gastrickou sondou.

1B) Stanovenie cCasovej zdvislosti rozSirenia patologickych zmien suvisiacich srozvojom PD
v jednotlivych morfologicko-anatomickych Struktirach PNS a CNS asociovaného s jednotlivymi
periférnymi orgdnmi.

e Stanovenie jednotlivych faz patogenézy PD prislichajucich postupnej progresii patologickych
znakov PD v bunkdch PNS a CNS pomocou komplexnej imunohistochemickej analyzy v priebehu

podavania rotendénu.

2) Analyza molekularnych zmien v asymptomatickom $tadiu PD pred vznikom cytoplazmatickych
inkldzii a po ich vzniku.

e Analyza mechanizmu prenosu/transportu cytoplazmatickych inkldzii pomocou mikroskopickej
identifikdcie nervovych vlakien inervujucich vybrané typy organov urotenénom ovplyvnenych
zvierat.

e |dentifikdcia zmien/faktorov stvisiacich s poruchami vezikuldrneho transportu (VAMP, komplexin,
synapsin, synaptobrevin, amfifyzin) na Grovni génovej a proteinovej expresie v nervovych vldknach
inervujucich vybrané typy orgdnov pomocou kolokalizacie s markermi oznadujicimi typ nerového

vlakna v orgdnovych Struktirach pocas rozvoja PD.

3) Sledovanie i/reverzibility patologickych zmien spdsobenych rotenénom v jednotlivych éasovych
intervaloch.
e Sledovanie pretrvania/vymiznutia molekuldrnych zmien po ukonéeni podéavania rotendnu

v zvieratach a primdrnych neuronainych kultirach.

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

Testovanim naSich hypotéz ofakdvame Ze ziskané vysledky poskytnd komplexny pohlad na
priebeh PD naprie¢ orgdnmi hlavne GITu a pridruzenej inervacie, pricom budeme schopni
identifikovat prvotné ohnisko (resp. ndhodny charakter) zahdjenia patogenézy PD. Vysledky poskytn
zazemie pre nastavenie smerovania dalSieho vyskumu sivisiaceho s rieSenim problematiky

zacCiatotnych faz PD (Ciel' ¢.1).



Vysledky ziskané experimentdlnym usporiadanim vyskumu v druhom cieli (Ciel €. 2) tohto
projektu moZu identifikovat presny sled a typ zmien, ktoré idd ruka v ruke so zadiatoénymi $tadiami
PD. Ziskané znalosti o vzniku patologickych anomadlii suvisiacich s rozvojom PD méZu byt zdsadné pre
odhalenie presného mechanizmu rozsirovania poskodenia buniek prip. prispiet k identifikovaniu stéle
Uplne nepotvrdeného anatomického prenosu cytoplazmatickych inkldzii synaptickymi $trbinami.
Podobne je nutné vyzdvihnuat potencidl projektu pri identifikdcii diagnostického postupu pre véasné
zachytenie progresie ochorenia prostrednictvom zmien expresie $pecifickych faktorov.

Informécie o reverzibilite zmien jednotlivych $tadii PD (génovéd expresia —proteinova
expresia—> cytoplazmatické inkldzie aS - LB) doplnia hodnotu vysledkov ziskanych v druhom cieli
projektu v ramci prvotnej diagnostiky, ¢i prevencie ochorenia (Ciel' €. 3). Identifikdcia zdvaZnosti typu
patologickych zmien zhladiska ich reverzibility povedie ku podpore av&asnému nasadeniu

lieCebnych postupov ako aj profylaxie PD.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:

Mys domaca, C57BL/6J, 312/3roky

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Planovany pokus je minimalne traumatizujici v zmysle ordinej alebo subkuténnej aplikdcie
rotenonu a taktieZ aj pri retrogradnom znacenf aferentnych neurénov inervujlcich Zaludok a &reva.
Pri subkutdnnej aplikécii rotendnu, bude zvieratdm pocas krdtkodobej anestézie implantovand
minipumpa pod koZu na chrbte do oblasti medzi lopatkami. Minipumpy budd kaZdé tri tyZdne
vymiefiané za nové z dévodu udrZania stanovenej dennej davky po celti dobu trvania experimentu.
Rana bude $tandardne oSetrena a zvieratd budu udrZiavané vo zverinci s najvac3ou starostlivostou po
celd dobu trvania experimentu. Dlhodoby vplyv rotendnu na experimentélne zvieratd je z hladiska
charakteru vyuZivaného animalneho modelu nevyhnutnou suéastou metodického postupu.
V suvislosti s pouZitim tejto latky oCakdvame pokles motorickej aktivity zvierat, ktord je viak
nevyhnutnou st¢astou modelu PD, s ktorym planujeme pracovat. Vznik urgitého pocitu dyskomfortu
modZe byt spojeny sucinkom rotenénu GIT experimentainych zvierat. Neexistuji informécie
o vyznamnom poskodeni trdvenia, aviak pozorovand bola znizena frekvencia vyprazdfiovania zvierat
vyuZitych v animalnom modeli PD zaloZenom na podéavani rotenénu. Vieobecné informaécie
o Ginkoch tejto latky na zvieratd sa zhoduju z prijateinou toleranciou pouZitych davok bez
pritomnosti inych neZiaducich déinkov aj podas niekolko mesac¢nych experimentov. Pripadny thyn
experimentalnych zvierat v suvislosti s pouZitymi davkami rotendnu je preto nepravdepodobny,
aviak nemoino ho wyli¢it ujedincov so zvy$enou citlivostou zapri¢ineného napr. individudlne

zhorSenym zdravotnym stavom. Zvieratdm zaradenym do skupin vystavenych rotendnu bude
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venovand zvySend miera starostlivosti a v pripade neofakdvaného spravania stvisiaceho so zvy3enim
humane end point skore bude ihned zvaZovany charakter dalSieho priebehu experimentu. Podla
protokolu a ¢asového harmonogramu budd zvieratd usmrtené inhaldciou CO2 av pokuse sa bude
dalej pracovat uZ len s tkanivami spracovanymi pre potreby planovanych in vitro experimentov.

Pri retrogradnom znadeni aferentnych neurénov inervujicich Zallidok a &reva, sa zvieratdm
v kratkodobej anestézii vykond velmi Setrny minimdlny chirurgicky zdkrok v oblasti bruinej dutiny
/prisludného neurondlneho ganglia, pricom do stien oboch orgénov/ganglii bude injikované Dil/GFP
farbivo oznacujice aferentny nervovy systém. rana bude Standardne oSetrend a zvieratd budu
udrZiavané vo zverinci s najvac3ou starostlivostou po dobu dvoch tyZdriov. Poas experimentu je
zabezpeleny komfort zvierata, minimalna manipuldcia, koZny rez je minimélny éomu zodpovedd aj
rychle hojenie. Zvierata si zvdc3a uZ hodinu po odozneni anestézy ¢ulé s obvyklym zaujmom o
potravu, takZe nie sG traumatizované a pripadna bolest je len minimdlna. Zvieratd podrobené
chirurgickému zakroku (znagenie neurénov, zavadzanie minipumpy) st sledované vo zvyienej miere'
pre kontrolu hojenia rany a proti zamedzeniu vzniku pripadnych komplikacii ako napr. zépal. V ramci
postupov vyZadujucich pouZitie anestézy a poddvanie rotendnu gastrickymi sondami existuje uréité
riziko uhynu experimentalnych zvierat. Riziko vSak bude minimalizované na najnizgiu moznu Groveri
skasenostami a odbornou spdsobilostou persondlu vykondvajlceho tieto postupy na zvieratach.

Podfa protokolu a ¢asového harmonogramu budd zvieratd usmrtené inhaldciou CO2 av
pokuse sa bude dalej pracovat uZ len s tkanivom.

Vadsina metodickych postupov, ktoré pouzijeme pri realizacii projektu boli na nasom
pracovisku vyuzivané dlhodobo avelmi sa osved{ili v ramci rieSenia predchadzajicich vedecko-
vyskumnych dloh, zvieratd sa velmi dobre zotavuji po kratkodobej zoletil 50 anestézii, po prebudeni
rychlo nastupuje motorickd aktivita a po hodine su tplne ¢ulé so zaujmom o krmivo a vodu. Zhoréeny
zdravotny stav olakdvame vynimocne u senzitivnych — precitlivelych zvierat, alebo uzvierat s
primarne zhorSenym zdravotnym stavom. Pokusy st pripravené tak, aby sa maximalne vylGéil strach,
zbytoéna bolest a utrpenie pokusnych zvierat a aby boli zvieratd vyuZité humanne a zodpovedne na
ziskanie novych vedeckych poznatkov, ktoré modiZu pozitivne obohatif farmakoterapiu. Velkd

pozornost bude zamerana na adaptdciu s personalom a laboratérnym prostredim.

Predpokladana troven krutosti:

i |-krutost e -
vazenie o slaba
Ordlne podavanie rotendnu stredna
Podavanie roteninu minipumpami stredna

34




(opakovanie chirurgického zékroku)

Dihodobé preZivanie zvierat s minipumpami stredna
Samostatné umiestenie zvierat s minipumpami strednd
Dithodobé vystavenie U¢inkom rotendnu stredna
Test lokomoclnej aktivity {open field) slaba

Retro/anterogradne znacenie neurénov stredna

(drobny jednorazovy chir. Zédkrok)

celkovaklasifikdcia =~ = . o otrednd

Uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(zddvodnenie poufZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdze pouzit alternativha metoda
bez poufZitia zvierat)

Pokus nie je moZné vykonat bez pouZitia tychto $pecifickych zvierat. Mys je jeden z najrelevantnejsich
modelov ne Stddium vzniku a rozvoja PD na centrainej alebo periférnej drovni. Alternativne metody
na Stidium PD patoldgie v periférnych tkanivach neexistuju (prehiad databdaz nizsie). Nie je moziné
pouzit niZsi laboratérny ZivociSny druh, pretoZe nizSie laboratorne druhy (C.elegans, Drosophila
melanogaster, kvasinkové modely) maju odlisna bioldgiu kltGéovych orgénov a buniek, ktoré budu
Studované a su rozhodujlice pre Sirenie PD patologie v periférnych tkanivach. Prieskum databaz
takisto ukazal, Ze vzhladom na komplexnost centrdlneho a periférneho systému, jednotlivych
organov podielajucich sa na vzniku a rozvoji PD, nie je moZné pou?it modelovanie ani jednoduchsie

systémy (bunkové kultdry a pod.)

2. Redukcia poctu zvierat:

(zdévodnenie poutzitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouZil minimalny moZny pocet zvierat)

Pouzitim validovanych Statistickych metdd pri analyze rozsiahlych sGborov a z nasich vlastnych
pokusov sme zistili, Ze pocty pokusov tak ako su 3pecifikované v protokole su nevyhnutné
(minimalne) na hodnoverné (3tatisticky signifikantné) zachytenie predpokladanych efektov. DalSie
zniZovanie poctu pokusov je spojené s rizikom faloSne negativnych alebo faloSne pozitivnych
vysledkov, ktoré by potencidlne viedli k neopodstatnenym pokusom na dalSich zvieratach. inymi
slovami, poéty zvierat pri jednotlivych pokusoch st vybraté tak, aby minimalizovali celkovy pocet
pokusov nevyhnutnych na dosiahnutie cielov projektu. Hlavnym dobvodom pre nevyhnutné

minimalne podty zvierat je biologickd variabilita odpovedi na periférnu aplikaciu toxickych latok —
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rotenonu, ¢i uz z hiadiska lokalizacie patoldgie, expresie $tudovanych génov a protinov. Pocet zvierat
je tieZ maximalne redukovany logistikou pokusov, t.j. pouZitim minimaine mozZnej (jednej) kontrolnej
skupiny pre v3etky skupiny s testovanymi ldtkami. S ohfadom na kvalitu Zivota zvierat, ale aj
limitované financovanie a ¢asovi ndrocnost experimentov a ich analyzy je v naSom najlep$om zdujme
vykonat ¢o najmenej experimentov na ziskanie interpretovatefnych vysledkov a pouZit ¢o najmenej
zvierat na ziskanie validovanych doéleZitych poznatkdv nevyhnutnych pre pochopenie mechanizmov

PD a vyvoja novych lieciv pre prevalentné ochorenia $tudované v tychto pokusoch.

3. Zjemnenie:

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

Metodiky na ordlnu asubkutdnnu aplikdciu rotendéu ako aj metodiky retrogrddneho a
anterogradneho znaCenia neurénov a spravanie pocas dyskomfortu u zvieracich modelov sa vyvijali a
vylepSovali (refinement) v obdobi poslednych viac ako 15 rokov na zaklade a v stlade s najnoviimi
poznatkami o fyziologii, aferentnej neurofyzioldgii a najmodernej$imi metédami. Tieto metddy sa
rutinne pouzivaji na najprestiznejsich svetovych vyskumnych pracoviskdch (Okayama University
Graduate School of Medicine, Okayama, Japonsko; Ludwig-Maximilians-Universitit Mnichov,
Nemecko; Columbia University, New York, USA; University of Pennsylvania School of Medicine,
Philadelphia, USA; priamy pristup k informacidm zo skupiny Prof. Undema na Johns Hopkins
University, USA).

Vetky pldnované pokusy st minimdlne traumatizujice. Pri retrogradnom a anterogrddnom znateni
neuroénov sa v kratkodobej anestézii zvieratdm vykond velmi Setrny minimalny chirurgicky zakrok,
rana bude Standardne o3etrend a zvierata budi udrZiavané vo zverinci s najvid¢Sou starostlivostou. Po
14 dioch budd zvieratd humanne usmrtené inhaldciou CO; a v pokuse sa bude dalej pracovat u? len

s tkanivom.

Aplikacia Rotenénu (ROT)
Pre modelovanie PD symptomov vyuZijeme validovany model poddvania ROT myZiam pomocou
gastrickej sondy (A) a osmotickych minipimp (B). V obidvoch pripadoch pouZijeme zvierata vo veku

6 tyZdnov a doba aplikdcie ROT bude 1 aZ 11 tyZdfiov.
- Ordlna aplikdcia ROT pomocou gastrickej sondy

ROT bude podavany 5 dni v tyZdni 1 krat denne pomocou ohybnej gumovej sondy (1,2 x 60mm) v

0,01mi/g vahy vo vyslednej ddvke 5mg/kg (Pan-Montojo a kol. 2010). Kontrolnym zvieratdm bude
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podavany roztok 4% karboxymetylceluldzy a 1,25% chloroformu, rozpastaci roztok pre ROT. Po
poslednej ddvke budu zvieratda humanne usmrtené (inhaldcia CO,) a budd im odobraté tkanivé na
daldie analyzy resp. pre kultivaciu primdrnych kultir. Pocas experimentu je zabezpedeny komfort

zvierata.

- Aplikdcia ROT pomocou osmotickych minipimp

ROT rozpusteny v DMSO a nasledne zmieSany 1:1 s polyetylén glykolom. Vysledna koncentracia,
v ktorej bude roztok napusteny do osmotickych minipdmp musi byt prepoditand na zaklade
prietoku pumpy (0,25pl/hod) atelesnej hmotnosti zvierata tak, aby bola dosiahnutd davka
50mg/kg/der (Muramaki a kol., 2015). Minipumpa bude zvieratdm implantovand pocas celkovej
anestézy (zoletil 50) pod koZu na chrbte do oblasti medzi lopatkami. Kontrolnd skupina bude
vystavend pdsobeniu rozplstadiel ROT. Minipumpy budd kazdé tri tyzdne vymienané za nové
zdbévodu udriania stanovenej dennej davky po celi dobu trvania experimentu. Zvieratd s
implantovanou minipumpou budd umiestnené v klietkach samostatne. Polas experimentu je
zabezpeceny komfort zvierata, minimalna manipuldcia, koZny rez je minimalny, rychle hojenie, takZe

zvierata nie st traumatizované a pripadna bolest je len minimalna.

Test lokomocnej aktivity (Open field)

Spontanna pohybovd aktivita zvierat bude hodnotend raz do tyidria uvsetkych zvierat
zaradenych do experimentov, a to v otvorenom Stvorcovom priestore s rozmermi $49 x h49 x v37
cm. Zvieratam bude umoZnené aklimatizovat sa na podmienky v miestnosti, kde prebieha test po
dobu 30 minGt pred samotnym testovanim. My$ bude vloZena do prazdnej arény, kde bude volne
explorovat. Pre hodnotenie lokomocnej aktivity bude pouZity poéet prestupu napried stanovenymi
zénami po uloZeni zvierata do stredu priestoru. Lokomdcia bude sledovana pocas 3 minat 1 krat
tyZzdenne pocas celého experimentu v rovnakom cCase pocas svetelnej fazy dna (15-17:00). Okrem
lokomotorickej aktivity budu hodnotené aj dalsie etiologické parametre ako prejavy Uzkostného
spravania, ktorého znakmi je kratsi ¢as straveny v centrélnej zéne otvoreného pola.

Retrogrdadne/ anterogradne znacéenie neurénov

V kratkodobej celkovej anestézii sa za sterilnych podmienok malym koZnym rezom (cca 1cm)
exponuje pazerak a retrogradna farbi¢ka Dil (0.1%, 2 x 10ul) sa pomocou mikropipety injikuje do
svalovej vrstvy paZerdka. Podobnl proceduru si vyZaduje anterogradne znadenie inervécie pomocou
GFP AAV vektora (10% PFU), ktory bude injikovany priamo do prislusného neurondlneho ganglia.
Rana bude 3tandardne oSetrend, zviera sa sleduje apo odzneni anestézie sa premiestni do
Centralneho zverinca JLF UK a bude udrZiavané vo zverinci s najvacSou starostlivostou do dvoch

tysdiiov.
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Vietky aktivity sGvisiace spostupmi budeme vykondvat v stlade s plathymi zakonmi a
nariadeniami o starostlivosti o laboratdrne zvieratd, aby sme zabezpedili humédnne zaobchadzanie so
zvieratami, v zdujme odburavania stresu zvierata budd adaptované na persondl alaboratdrne
podmienky e§te' pred samotnym vykondvanim postupov. Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri
realizacii projektu pouZivame dlhodobo a velmi 'sa osvedgili v ramgi riegenia predchdadzajucich
vedecko-vyskumnych dloh. Vysledky ziskané tymito metddami boli publikované mnoZstvom préc
a prezentované na mnohych odbornych férach nielen doma ale aj v zahraniéi. Postupy st pripravené
tak, aby sa maximalne vylucil strach, zbytocnd bolest a utrpenie pokusnych zvierat a aby boli zvierata
vyuzité huménne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov prispievajlcich

k objasnenie patolégie PD.

3.
5

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano

V Martine, 31.5.2018
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Priloha &. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Neuroprotekcia v procese ziskania ischemicke] tolerancie z pohiadu sledovania
reakénych drah v mozgu potkana {proteomicka MALDI-TOF/TOF $tudia).

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 13 002/’/&"887/5

Kl'iéové slova v projekte (max 5 slov): ischémia, neuroprotekcia, kondicioning, proteomika

Uéel projektu’: Zakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulaéné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z.z.)
Ochrana Zivotného prostredia vzaujme zdravia alebo welfare [udi alebo
zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho pouZivania
v postupoch

Ciele projektu:

Ciefom vyskumu v projekte je detailné stidium proteinového profilu vybranych mozgovych Strukttr
u potkana laboratérneho po navodeni celkovej ischémie a na druhej strane po indukcii ischemickej
tolerancie vrovnakych regiénoch mozgu. Identifikované latky proteinového charakteru po ich
zatriedeni do prislusnych metabolickych bunkovych dréh a procesov budi hodnotené z hladiska ich
tcasti v neuroprotekcii. Planujeme identifikovat jednotlivé komponenty indukcie ochrany neurénov
pred bunkovou smrtou, ktoré sa podielaji na Gspe$nom preZivani buniek po ischemickom poskodeni.
Porovnanie rozdielov v expresii proteinov (ischemické vs. tolerantné tkanivo} nam umozni detekciu
neuroprotektivnych latok, za&astiiujlcich sa aktivacie ischemickej tolerancie. Predpokladdme, Ze tdto
stratégia ném umozni vyprofilovat latky, ktoré st pravdepodobne zodpovedné, alebo sa vo vzajomnej
stéinnosti podielaji na ziskani ischemickej tolerancie a takto prispiet k ziskaniu podrobnejsich
poznatkov o mechanizmoch Géinku kondicionovania.

Prinos z vykonaného projektu:

Ischémia mozgu spolu s poruchami jeho krvného zasobovania st na tretej pozicii v pri¢indch smrti
alebo trvalej indispozicie a vyskum v oblasti mechanizmov neuroprotekcie riesi spoloéensky aktudlnu
problematiku z medicinskeho aj socio-ekonomického hladiska. Z tohto dévodu je urgentna potreba
ndjst novy potencidlny ciel pre inovativhu terapeutickd stratégiu schopnd ochranit ischemicky
poskodeny mozog. Ochrana najcitlivejSich buniek mozgu vodi ischemicko-reperfiznemu poskodeniu
prostrednictvom ziskania ischemickej tolerancie predstavuje v sucasnosti najsilnejsiu znamu
proceddru pre prevenciu alebo reverzibilizdciu neurodegenerdcie. Mozgové bunky disponuju
prirodzenou schopnostou tolerovat poskodenie spdsobené ischemickou epizédou a nastartovanie
tohto procesu pomocou kondicionovania, €i uz vzdialeného alebo aplikdciou druhého stresu pocas
ischémie alebo v reperfiznom intervale do dvoch dni po ukonéeni ischémie sa ukazuje slubnym



postupom, ktory je do znacnej miery schopny zabranit vyskytu oneskorenej smrti neurénov. Takto
spinenie vytyéenych ciefov projektu méze vyznamnym spdsobom prispiet k rozvoju poznatkov o
mechanizme neuroprotekcie a o0 ochrannom ovplyvneni ischemickej prihody.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné pocty:
V experimentoch je planované pou?it dospelé potkany laboratérne (Rattus norvegicus), Wistar,
samce v pocte 330 jedincov na celd dobu rieenia.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania projektu:
Navodenie ischemického poskodenia mozgu podla Standardného modelu 4-cievneho podvdzu sa
uskutoéiiuje chirurgickym zdkrokom v celkovej anestézii v prvej faze na dorzélnej strane prvého
kréného stavca, kde sa cez foramina alares kauterizuju obidve vertebrélne artérie, ¢o viak nespdsobi
Gplné zastavenie privodu krvi do mozgu a zvierata spravidla bez problémov preZivaju. V druhej faze
navodenia ischémie sa v celkovej inhalacnej anestézii pripravia na atraumatickd okldziu obidve
krénice a nasledne sa uzavr( na prechodny ¢as, zviera upadne do ischemickej kdmy. Po uvolneni sa
obe krénice opdt spriechodnia azviera sa po ¢ase zotavi bez vonkajsich viditelnych znamok
poskodenia. Model spdsobi neurodegenerativne zmeny v najcitlivejSich bunkovych populaciach
v neokortexe, striate a hipokampe, ktoré sa navonok odrazia v spravani zvierat a prejavuju sa ako
znizend schopnost ucenia sa ako aj zhor3enie priestorovej pamadti. Injekéna aplikdcia tazv.
postkodicionérov, o st vlastne biologicky aktivne latky prirodzene sa vyskytujlce v organizme aviak
v nizsich koncentraciach, spdsobi kratkodoby stres pocas podavania a pocas prvych hodin po podani
maoZu zvieratd prejavovat apatiu resp. zvy$enu citlivost. Turniketovy model postkondicionovania je
neinvazivny, zvieratdm nespdsobuje bolest ani poranenie ana zamedzenie stresu sa vykondva
v celkovej inhalaénej anestézii.

Predpokladana trovei krutosti:
Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznacit ako ,,strednu”.

Preukézanie suladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia - uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Ischemické poskodenie mozgu s naslednou reperfiziou a fenomén ischemickej tolerancie su procesy
dynamické, tazko predvidatelné a zdvisiace na mnohych faktoroch. Z tychto dévodov nie je mozné
uskutoénit dané experimenty alternativnym spdsobom bez pouZitia zvierat. Okrem toho, experiment
nie je mozné vykonat alternativnym spdsobom, pretoZe sa jedna o finalne testovanie fyziologickych a
patofyziologickych ucinkov.

2. Redukcia poctu zvierat:

Pocet 330 ks zvierat bol stanoveny vzhladom k tomu, Ze predpokladédme velkd individudinu variabititu
vysledkov, z tohto dévodu planovany pocet 8 kusov zvierat v experimentalnych skupindch je podla
nasich doterajsich skusenosti najnizsi vhodny podet pre ziskanie Statisticky vyznamnych vysledkov
s prihliadnutim na GspeSnost modelu, ktord jeho autori odhaduji ako 50-75%-n0. Skupiny zvierat
v postupoch, uvedenych v prilohe €. 1 st nevyhnutné na ziskanie relevantnych vysledkov ako stavu
poskodenia, tak aj neuroprotektivnych Géinkov podavania postkondicioningu a vyvoja ischemickej
tolerancie v komplexnom pohlade na mechanizmus Gcinku. Ischemicky poskodeny mozog nemdie



byt pouzZity na biochemicko-proteomické analyzy a zdrovefi aj na histologické a imunohistochemické
analyzy.

3. Zjemnenie:

Vietky invazivne zakroky na zvieratich (model celkovej ischémie mozgu, indukcia vzdialeného
kondicionovania okliziou turniketom alebo parenterdlne) buda vykondvané v celkovej anestézii, t. j.
nebudd pre zvieratd bolestivé, sohlfadom na patologické prejavy kratkodobého preZivania po
ischémii. PreZivanie v tejto faze reperfizie ufahluje umiestnenie zvierata na vyhrievanid podlozku,
ako aj podanie fyziologického roztoku subkutanne. V kazdom pripade st ihned’ po ukonéeni ischémie
podavané analgetikd (metamizol) na zmiernenie bolesti, na zabranenie neZiaducich patologickych
prejavov a na celkové zjemnenie postupu. V pooperaénom obdobi budui jedince denne sledované a
analgetikum {metamizol) im bude podané opdtovne pri akejkolvek daliej nezvykle] manifestacii
patologickych pooperaénych prejavov, ako je napr. bolestivost prejavujica sa stabilnou polohou
zvierata so zjezenou srstou, vydavanie neprirodzenych zvukov a pod.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ano  nie



Priloha é. 2
NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

Nazov projektu: Uloha nervového systému v etiopatogenéze experimentdlneho melandmu

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 7.3 /é/// ) 4

KPicové slovia v projekte (max 5 slov):
- melaném, laboratérne mysi, nervovy systém, neurobiolégia nddorov

Uéel projektu: zékladny vyskum

Opisat’ ciele projektu:

Ciel'om predloZeného projektu je pouZitim viacerych experimentdlnych pristupov objasnit’
ulohu nervového systému v etiopatogenéze experimentilneho melanému. Chceme sledovat’
reakciu mozgu na vyvijajici sa melandém a $tudovat’ vplyv modifikovanej neurotransmisie v
samotnom nadorovom tkanive a jeho mikroprostredi na jeho progresiu u laboratérnych mysi.
Pre dosiahnutie stanoveného ciel’a planujeme:

1/ zistit’, ktoré oblasti mozgu odpovedaju zmenenou aktivitou neurénov na rast a progresiu
melandmu (detekcia markerov akttnej, resp. chronickej aktivity neur6nov);

2/ zistit, ¢ je progresia melanému sprevadzand periférmnym zdpalom (stanovenie
plazmatickych, sérovych a tkanivovych hladin roznych zapalovych markerov);

3/ sledovat’ zmeny v génovej expresii markerov zapalu v samotnom mozgu zvierat s
indukovanym melanémom;

4/ zistit’, &i sa v tkanive experimentdlneho melanému nachddzaju sympatikové a senzitivne
nervové zakonenia (stanovenim markerov sympatikovej inervacie a markerov senzitivnych
nervov);

5/ sledovat’ u€inok ovplyvnenia lokélnej neurotransmisie aplikaciou vybranych latok (nervovy
rastovy faktor (NGF), protilatka proti NGF (anti-NGF)) priamo do tkaniva nadoru na rast a
progresiu melandému.

Prinos z vvkonaného projektu:

Uvedené sledovania maju za ciel vytvorit' podklad pre potencidlnu moduldciu prenosu
signdlov z nervového systému k naddorovym bunkdm s ciefom obmedzit’ pripadny stimulaény
vplyv nervového systému na nadorovy rast.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:
Laboratérne mySi kmena C57Black/6], 158 dospelych jedincov. V pldnovanych
experimentoch budeme vyuzivat’ iba samce.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v riamci vvkondvania
projektu:

Vzhladom nato, Ze laboratérnym mys$iam sa budd subkutanne inokulovat’ melanémové B16-
F10 nadorové bunky, ktoré vyvolaju rast experimentilneho melanému, budi zvierata
vystavené nepriaznivému ucinku vyvijajuceho sa nadoru, o bude mat’ za nasledok isty
diskomfort a nepohodlie. Av§ak, z nafich predo$lych skusenosti, ako aj z prac inych autorov
vyuZzivajucich dany nddorovy model (Overwijk a Restifo, 2001; Ya a spol., 2015) vieme, Ze
tento typ nadorov indukovany po s.c. aplikacii nadorovych buniek, nevyvolava tvorbu
metastaz a pokial’ sa nenechd prerdst’ do velkych rozmerov (teda nezaéne byt nekroticky,




ulcerovat’ akrvacat’) nespdsobuje zvieratdm komplikdcie. Vzniknuté nadory je moZné
u zvierat palpacne detegovat’ cca na 5 — 10 defl a do velkosti 1 x 1 x 1 cm nador narastie v
priebehu 14 az 21 dni. V tomto ¢ase nezvykne nador spdsobovat’ zvieratdm v&&si diskomfort.
Preto je vhodné usmrtit’ zvieratd pred tymto stavom. V predkladanom projekte planujeme
zvieratd huménne usmrcovat’ do 20. diia po podani nadorovych buniek.

Dalsie moZné nésledky mou byt pritomné u zvierat, ktoré podstipia chirurgicky zakrok, a to
podanie vybranych latok do tkaniva nadoru, ktoré tieZ mdZu ovplyvnit’ ich zdravotny stav.
Hoci budt tieto zakroky u zvierat vykonané pod anestéziou, predpokladdme ich kratkodoby
nepriaznivy vplyv na zdravotny stav zvierat (predovSetkym pooperaina bolest). Vietkym
predvidateI'nym zdravotnym komplikéciam sa budeme snaZit’ zabranit,, pripadne ich zmiernit’.

Predpokladana tiroven krutosti:
- celkova miera krutosti projektu: stredna

Uplatiiovanie zasad 3R:

1. Nahradenie zvierat

Ulohu nervového systému v procesoch stvisiacich so vznikom a progresiou nadorov je moZné
Studovat’ len na animalnom modeli s dostatoéne vyvinutym nervovym systémom. Preto nie je
moZné navrhovany experiment realizovat’ na systematicky niz§om druhu Zivo&ichov a ani za
vyuZitia poéitacovej simuldcie. Je nevyhnutné vyuZit' laboratérne mysi kmetia C57Black/6],
ked’Ze predstavuju idedlny model pre indukciu melanémov subkutdnnou aplikdciou B16-F10
melanémovych nidorovych buniek. Tento pristup taktie? vyrazne skrati dobu potrebnu pre
vznik nadorového tkaniva vhodného z hladiska §tudia interakcii melanému s nervovym
systémom. '

2. Redukcia poctu zvierat

Na ziklade naSich skusenosti z predchadzajucich experimentov vieme, Ze incidencia
experimentdlneho melandmu indukovaného u samcov laboratérnych my$i kmetia
C57Black/6] je po s.c. aplikacii melanémovych buniek B16-F10 v poéte 3000 buniek/zviera,
ktoré boli podané v objeme 100 pl RPMI 1640 média, vel'mi vysoka (viac ako 90%). Ked’Ze
rovnaky protokol budeme vyuzivat’ na indukciu nadorov aj v predkladanych postupoch, poéet
experimentalnych zvierat bude redukovany na minimum nevyhnutné z hfadiska Statistickych
analyz pre ziskanie vedecky hodnovernych a validnych vysledkov. Avsak, pre ziskanie
biologického materidlu vhodného pre imunohistochemické spracovanie a spracovanie
biochemickymi metdédami ako su PCR, western blot a ELISA, bude potrebné navyienie podtu
zvierat, ked’Ze zvieratd budi musiet’ byt na konci experimentov usmrtené dvomi rdéznymi
spdsobmi, konkrétne dekapitaciou bez pouZitia anestézie a letidlnou davkou anestetika
(pentobarbital, 100 mg/kg hmotnosti zvierata, i.p.) s naslednou transkardialnou perfiiziou.
Skupina Absolitna kontrola (zvieratd bez akéhokol'vek zasahu)je do experimentu zahrnutd
pre potreby poznania bazalnych hodnét pri stanovovani parametrov z krvi, resp. plazmy, ako
aj pre poznanie vyvoja normélnych hodnét hmotnosti zvierat a prijmu potravy a vody.
Kontrolna skupina (zvieratd, ktorym bude namiesto nadorovych buniek aplikované len RPMI
1640 médium bez nddorovych buniek) je do experimentu zahrnutd z dévodu naSich
predchadzajicich pozorovani, kedy podanie samotného média bez nadorovych buniek
ovplyvnilo mozgovii aktivitu viacerych oblasti, predovietkym tych, ktoré sa podielaji na
reguldcii imunitnych procesov (najmé nucleus parabrachialis, &i area postrema).

Pocty zvierat s indukovanymi nadorovymi bunkami, ktorym budd priamo do tkaniva nadoru
podané vybrané latky, st navy$ené. Je to z dovodu invazivneho postupu, ktory bude u nich



vykonany. To bude vyzadovat rezervu v poéte zvierat, ked’Ze podanie nemusi byt’ u vietkych
zvierat 100% uspesné.

V pripade, Ze bude moZné experimenty uskutolnit’ priebeZne (persondlne a priestorové
zabezpelenie), budeme minimalizovat’ pocet zvierat redukciou kontrolnych skupin. Taktiez,
ak bude mozné vyuZit’ vzorky ziskané z jedného experimentu aj v druhom experimente, podet
experimentalnych zvierat adekvatne zniZime.

3. Zjemnenie

Utrpenie zvierat bude minimalizované dodrZiavanim kazdej z piatich zdsad uvadzanych pri
definicii welfare zvierat. Zvieratd budu drZané v klietkach v skupindch za prisunu peletovane;j
stravy a vody ad libitum, €o im umozni plne realizovat’ prirodzené formy spravania, vratane
socidlneho. U zvierat bude po aplikécii nddorovych buniek denne sledovany ich zdravotny
stav a pohmatom v oblasti miesta podania nadorovych buniek sa budi vySetrovat na
pritomnost’ nadoru. Zistené nadory sa budi kazdy druhy defi merat’ posuvnym meradlom a
okrem velkosti nddoru budeme monitorovat’ aj jeho stav. Z naSich predoslych skiisenosti, ako
aj z prac inych autorov vyuzivajicich dany nddorovy model (Overwijk a Restifo, 2001; Ya a
spol., 2015) vieme, Ze tento typ nadorov po s.c. aplikdcii nadorovych buniek je moZné
palpaéne detegovat’ ccana 5 — 10 deii a do velkosti 1 x 1 x 1 ¢m nador narastie v priebehu 14
az 21 dni. V tomto ¢ase nezvykne nador spOsobovat’ zvieratdm v#c¢§i diskomfort. Avsak
pokial’ sa nenecha prerdst’ do velkych rozmerov, nddor zalne byt nekroticky, ulcerovat’ a
krvacat’. Preto je vhodné usmrtit’ zvieratd pred tymto stavom. V predkladanom projekte
plénujeme zvieratd huméanne usmrcovat’ do 20. dfia po podani nadorovych buniek. Ak sa
stane, Ze nador bude ulcerovat’ skdr alebo akymkol'vek spdsobom ovplyvni normélne
spravanie, drZanie tela alebo pohyb, alebo ak sa jeho priemer vyrazne zvi¢si (nad 1 cm3,
zvieratd budi humédnne usmrtené letdlnou davkou anestetika (pentobarbital, 100 mg/kg
hmotnosti zvierata). Po aplikdcii nddorovych buniek budeme v priebehu experimentov
pravidelne zaznamendvat’ telesnt hmotnost’ zvierat, mnoZstvo prijatej potravy a vody. Systém
monitorovania bude zahriat” aj dokladné sledovanie drZania tela a chddze. Ak sa po podani
injekcie s nddorovymi bunkami resp. s médiom spozoruje u zvierata vi&si ako mierny strach
alebo nepohodlie bez rychleho zotavenia, zvieratd sa humanne usmrtia. TaktieZ, pri vyraznej
strate hmotnosti zvierat, ktoré v8ak pri tomto nadorovom modeli neodakédvame, bude zviera
podrobené doslednejSej kontrole a Castejdiemu (kazdodennému) sledovaniu hmotnosti a
pokial’ ddjde k strate >20% hmotnosti pristipime k humannemu usmrteniu zvierat'a (letdlna
davka anestetika pentobarbitalu, 100 mg/kg hmotnosti, i.p.).

Pocas chirurgickych zasahov (aplikdcia latok do tkaniva nddoru) budd zvieratd v celkovej
anestézii, ¢im sa zminimalizuje ich utrpenie na najmen$iu moZni mieru. Zdravotny stav
zvierat bude denne monitorovany. Po operaénych zdsahoch budu zvieratd ponechané na
vyhrievacich podlozkach do doznenia uéinkov anestézie. Nasledne budu preloZené do
chovnych klietok, kde budu pravidelne monitorované. V pooperaénom obdobi podla potreby
podame analgetikum Carprofen 5 mg/kg/defi v pitnej vode.

V3etky postupy budtl uskutoéilované tak, aby zvieratd o najmenej stradali. Na projekte sa
budu podiel'at’ len skiseni pracovnici vy8koleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schval’ovaniu: 4no  nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Regenericia nervovych vlakien v biosyntetickych voditoch,

Y =
Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: ‘//36&/ /Y % 6

KltGcové slova v projekte (max 5 slov): periférny nerv, regeneracia, poskodenie, morfometria

Ucel projektu*: Zakladny vyskum
Transla¢ny alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 2.2.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare fudi alebo
zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie koldnif geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho pousivania
V postupoch

Ak je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu: (napr. nie su eéte vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania
z hladiska vedy, z klinického hladiska)

pocet axdnov v zavislosti na vzdialenosti od miesta poskodenia.
Ciel' 2. sledovanie vplyvu médii na regeneraciu axénov.

.

2a, lumen vodi¢a bude vyplneny modifikovanym médiom. Budeme vyhodnocovat vplyv réznych

médii na rast axénov. Porovnéme charakteristiky regeneracie vo vodigi obsahujucom fyziologicky
roztok, LW alginat, a Matrigel.

Ciel 3. sledovenie vplyvu pritomnosti podpornych buniek vo vodigi na regenerdciu axdnov.



Lumen vodi¢a bude vypineny bunkami, odobratymi z experimentalneho zvierata a proliferovanymi in
vitro. Podla vysledkov ziskanych v 2. etape budeme testovat médid s najlepSimi vysledkami. V
experimentoch budi pouZité Schwannove bunky.

Predpokladdme, Ze kombindciou stratégie a) pouZitia mikrovodi¢a schopného zabezpelit vymenu
metabolitov s okolim a b) optimaliziciou jeho vnltorného prostredia pre regenerujice axény bude
mo#né dosiahnut regeneraciu na dihé vzdialenosti. Ciefom projektu je definovat aké su limity takejto
regenerdcie.

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

Hlavnym prinosom planovanych experimentov je moznost stupfiovat vzdialenost medzi kyptami
tubulizovanych nervov a exaktne kvantifikovat pocet regenerujicich axénov. Na zéklade vysledkov
budeme vediet porovnavat uspe$nost jednotlivych postupov, a odporucat optimdine postupy pre
klinicku prax.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:
V experimentoch je planované pouiit dospelé potkany laboratérne (Rattus norvegicus), Wistar,
v pocte 155 jedincov na celu dobu riedenia.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poutZité zvierata v rdmci vykonavania projektu:

Model transekcie chvostového nervu minimalizuje nepriaznivé Géinky na zviera. Zdsah samotny
nevyvoldva Ziadne zjavné zmeny v spravani zvierat ani Gbytok hmotnosti. Zdkrok je vykonavany
sterilne, v pooperaénom obdobi je hlavhym cielom zabezpecit nerusené zhojenie koZnej rany. Po
transekcii motorického nervu nie je pozorovand autofdgia, vzajomné okusovanie ran je vyldéené
individudlnym ustajnenim po dobu Gplného zhojenia koZnej rany.

Predpokladana aroven krutosti:
Na zaklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznacit ako ,stredni”.

Preukazanie stladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia - uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie poufZitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre¢o sa nemdze pouzit alternativna metdda
bez pouizitia zvierat)

Neexistuje plnohodnotny in vitro model na regeneracia axénov na dihé vzdialenosti. Preto sme zvolili
experimenty in vivo. Vyznamnym prinosom k minimalizicii utrpenia zvierat je vyuZitie modelu
transekcie chvostového nervu, na rozdiel od beine pouiZivanych transekcii ischiadického nervu
v podobnych experimentoch.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zd6vodnenie pouZitia uréeného poétu zvierat, akym spdsobom sa poufZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouiil minimalny moZny pocet zvierat)

Potet 155 ks zvierat bol stanoveny vzhladom k predpokladanej individudinej variabilite, z tohto
dévodu planovany poéet 5 kusov zvierat v experimentédlnych skupindch je podfa nasich doterajsich

cvws

skusenosti najnizéi vhodny pocet pre ziskanie Statisticky vyznamnych vysledkov.

Skupiny zvierat v postupoch, uvedenych v prilohe . 1 st nevyhnutné na ziskanie relevantnych
vysledkov.



3. Zjemnenie:
Vietky zékroky, ktoré budd na zvieratach uskutoénené, budi vykondvané pod celkovou anestéziou, t.
j. nebudd pre zvierata bolestivé.

3,
D

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu: ano



Priloha¢. 4

e T -
Netechnické zhrnutie projektu: ,,xf/g [,j; 5 S /2/ & - Qi:f; ) / /

m’\f\

Niazov projektu: Analyza potencidlu a tlohy vystelky centralneho kandla pri regeneracii
miechy

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: APVV-15-0239, VEGA 1/0820/17

KPidové slova v projekte ( max 5 slov): kmetiové bunky, ependymové bunky, centralny
kanal, poranenie miechy, regeneracia, vyvin miechy

Utel projektu’: Zakladny vyskum
Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

(napr. nie su edte vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hfadiska vedy,

z klinického hladiska)

Projekt je zamerany na charakterizaciu vyvinovych procesov, ktoré sa odohravaju vo vystelke
centralneho kandla (CK) miechy potkana s cielom vySetrit’ kontinuitu populacii kmefiovych a
progenitorovych buniek pritomnych v tejto oblasti a ziskat’ tak déleZité poznatky o identite,
fenotype, bioldgii, vlastnostiach a povode kmeniovych buniek nervového systému v
dospelosti. Pre lepsie pochopenie dynamiky populécii kmetiovych a progenitorovych buniek
budu preskimané zatial’ neobjasnené procesy produkcie astrocytov a ependymovych buniek,
ktoré predstavuji priamych pokradovatel'ov buniek radialnej glie a taktieZ kandidatov na
pokojovil formu kmetiovych buniek v postnatalnej faze Zivota. Preskimanie procesov
prebiehajicich vo vystelke CK v reakcii na minimélne poranenie miechy, ktoré sa odohralo
pocas postnatalneho vyvinu alebo v dospelosti, pomdZe lepsie odhadnit’ regeneradny
potencial vystelky CK v zavislosti na pritomnosti populécii tychto progenitorov.

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

Z4very nespoCetného mnoZstva §tadii skumajucich endogénny regeneracny potencial miechy
hlodavcov v dospelosti poukazuji na vyrazne obmedzent schopnost’ obnovy poSkoden€ho
nervového tkaniva. Tieto zavery nie st prekvapivé vzhl'adom na skusenosti z klinickej praxe
v humannej medicine. Preto sa domnievame, Ze pozornost’ neurobiolégov by sa mala
presunut’ na vyskum regeneraénej kapacity miechy a ependymovej vystelky po€as vyvinu a v
adolescentom obdobi, teda v ase, ked’ je eSte zachovana architekttira vystelky CK, o ktorej sa
predpoklada, Ze predstavuje zdroj kmenovych/progenitorovych buniek a existuje redlny
predpoklad vy33ej plasticity a regeneraénej kapacity nervového systému. V neposlednom rade
tieZ netreba zabudat’ na relativne vysokd incidenciu tirazov chrbtice a miechy v
adolescentnom obdobi v Fudskej populéacii, pricom prave v tomto obdobi by mohli byt
vyhliadky priaznivejsie kvoli dosial’ nezmapovanej regeneracnej kapacite vyvijajuceho sa
nervového systému. Na vySetrenie regeneraéného potencialu vystelky CK pouZijeme nami
navrhnuty model minimalneho poskodenia miechy (unilaterdlna incizia hrotom injekénej ihly
do oblasti zadnych rohov miechy), nakol'ko v stiasnosti neexistuje vhodny experimentalny



model poranenia miechy u hlodavcov pocas vyvinu. Unikatnost’ nami navrhnutého modelu
spoéiva v jeho reprodukovatelnosti medzi réznymi fazami ontogenetického vyvinu, popripade
medzi rdznymi druhmi experimentalnych zvierat (nepublikované vysledky). Realizaciou
navrhovanych experimentov by sme ziskali vobec prvé, vzajomne porovnatelné udaje o
endogénnej regeneracnej kapacite nervového systému pocas réznych faz ontogenetického
vyvinu. Ziskané udaje by tak mohli mat’ zasadny vplyv na kompetentné postidenie potencidlu
a moznych obmedzeni terapeutickych stratégii zaloZzenych na stimulacii endogénnej
regeneracnej kapacity miechy. Na zaklade ziskanych vysledkov potom bude mozné
rozhodnut’, ¢i ma zmysel pokracovat’ vo vyskume endogénnej regeneracnej kapacity
nervového systému, alebo ¢i je nutné uvazovat’ o inych terapeutickych stratégiach.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

laboratorne potkany, kmeti Wistar, 104 dospelych samcov, 30 dospelych samiéiek, 248
mlad’at v roznom veku a 56 embryi v roznom veku (pocet embryi je odhadovany, neda sa
presne uréit’)

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

Operovanym zvieratdm bude v narkéze urobena laminektomia v Th13 a poranenie bude
urobené formou unilateralnej incizie injek¢énou ihlou (20G) do oblasti vstupu zadnych
korefiov miechy do hibky 0,85 (P7), 1,15 (P29) a 1,25 (P120) mm. Zvieratdm bude oSetrena
opera¢nd rana a podané analgetikum a antibiotikum. Po takomto zasahu sa zvierata zotavia do
jedného dila a prezivaju bez komplikacii.

Zvierata budu priebezne sledované a v pripade zhorSenia zdravotného stavu (zapalova
reakcia) im bude poskytnuté primerana liec¢ba.

Predpokladana Grovei krutosti:

1. skupina zvierat — vyvinovy experiment, stupefi krutosti: slaby
2. skupina zvierat — minimalne poskodenie miechy, stupeii krutosti: stredny

ukon stupeni krutosti

manipulécia so zvieratami, vaZenie, slaby
oznacovanie chvosta nezmyvatel'nou fixkou

intraperitonedlna injekcia tiopentalu sodného | slaby (vpich) resp. bez moZnosti zotavenia

vyoperovanie embryi gravidnym samiciam bez moZnosti zotavenia - matky aj embrya

celotelovy transkardidlny preplach bez moZnosti zotavenia

chirurgicky zakrok v celkovej anestézii stredny
s primeranou analgéziou - minimalne
poSkodenie miechy

preZivanie zvierat s minimalnym poskodenim | slaby

miechy

subkutdnna injekcia Buprenorfinu slaby
intraperitonedlna injekcia Apaurinu slaby
intraperitonedalna injekcia BrdU slaby

intraperitonedlna injekcia Gentamycinu slaby




Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(Zdévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdZe pouZit’ alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)

Nahradenie experimentalnych zvierat nie je mozné vzhl'adom na charakter experimentu.
Vyvinové procesy je nutné sledovat’ v stvislostiach, t.j. in situ, lebo inak je nie moZné popisat’
skutodné udalosti odohravajice sa pocas embryonalneho a véasného postnatdlneho vyvinu
cicavcov (vnasom pripade potkanov). Reakciu poskodeného tkaniva miechy je nutné
sledovat’ in vivo, vzh'adom na to, Ze takéto poSkodenie sa nedd nijak inak simulovat, na
reakcie poSkodenej oblasti tkaniva ma velky vplyv okolité niche aj celkové procesy
v organizme (napr. imunitny systém) Experimenty sa nedaji robit’ na bunkovych kultirach
ani na nejakych niz8ich zivo€ichoch, lebo je nutné brat’ do twvahy nielen ontogenézu ale aj
fylogenetické rozdielnosti.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia uréeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouzil miniméalny moZny pocet zvierat)

Pocet zvierat sme zvolili z ohl'adom na nutnost’ ziskané poznatky vyhodnotit’ pouZitim
vhodnych Statistickych metéd. Aby mohli byt vysledky objektivne a hodnoverné je nutné
pouZit’ outbredny kmeti zvierat a embrya musia byt odobraté od réznych matiek ardéznych
otcov, aby neboli vysledky ovplyvnené nejakym znakom vyskytujicim sa u surodencov, resp.
pribuznych zvierat.

3. Zjemnenie:

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

V chovnych zariadeniach i ) maju experimentalne zvierata komforiné
podmienky ustajnenia, ktoré nevyvolavaju zvieratam zbytoény stres. Velkost' klietok, pocet
zvierat v klietke, svetelny akfmny rezim je optimilne prispésobeny potrebam naSich
experimentalnych zvierat, potkanov. Zvieratd maju zabezpefeny zdravotny dohlad
veterinarnym lekarom. Pravidelne st klietky &istené, pracovnikom, ktory so zvieratami
zaobchadza Setrne.

V naSom experimente nebude na 1. skupine zvierat vykonavany Ziadny zésah. Zist'ovanie
brezivosti sme zjednodusili na vaZenie samic po uplynuti troch dni od pripustenia, odstranili
sme doteraz pouzivané sledovanie vyterov z po§vy na pritomnost’ spermii. V experimente
s minimalnym poskodenim budi zvierata po zakroku oSetrené podanim protizapalovych lie¢iv



a lie¢iv tlmiacich bolest’. Zakrok je voleny tak, aby vyvolal ¢o najmenSie nutné poSkodenie
a zvierata sa po takomto zasahu velmi rychlo zotavuju. Pocas celej doby experimentu budu
pod dohl'adom veterinarneho lekara.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: ése  nie



Priloha ¢. 2.

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Stanovenie glutationperoxiddz (GPX) v reprodukénych organoch
samcov a samic potkana

e A i
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: /5% %/ &~ 3*?’?/»3

KPicové slova v projekte (max 5 slov): GPX, antioxidaény enzym, reprodukcia

Ukel projektu: Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metédy s rutinnym vyuZivanim (OECD, Vynos MH SR
2/20057. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zadujme zdravia alebo welfare Fudi
alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alsieho
pouzivania v postupoch
Ak je iny el projektu, uvedie sa ak

Opisat’ ciele projektu: Cielom projektu bude stanovenie enzymov rodiny
glutatiénperoxiddza (GPX) v reprodukénych orgdnoch samcov aj samic. Ako modelové
zviera budil pouZité jedince laboratérneho potkana kmetia Sprague Dawley. Za jednu
z hlavnych pri¢in vzostupu neplodnosti v ekonomicky rozvinutych krajinich sa povazuje
vzostup volnych kyslikovych radikdlov (ROS) v organizme, ktoré poskodzuji DNA,
bielkoviny ilipidy. Medzi ROS patri aj peroxid vodika, ktory je degradovany aj
antioxidatnymi enzymami GPX. Sledované enzymy budeme detegovat’ v reprodukénych
organoch pohlavne dospelych samcov, ako aj v reprodukénych organoch samic na 1., 3. a 5.
deri gravidity.

Prinos z vykonaného prejektu: Vysledky ziskané v laboratériu poméZu definovat’
zapojenie sledovanych enzymov do reprodukéného procesu u oboch pohlavi, u samic naviac
pomézu odhalit’ ich moZnui tgast’ v skorych $tadiach gravidity. Opisované enzymy maja
antioxidatné vlastnosti a pritom oxidadny stres sa povaZuje za jednu z hlavnych pri¢in
muZske]j neplodnosti a vyskytu portch reprodukcie u Zien, ako PCOS, endometriéza alebo
neplodnost’ bez zjavnych pri¢in. Ziskané informécie by tak mohli napomoct’ pri uchovani
reprodukéného zdravia u Tudi.



Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné poéty: Dospelé potkany (Ratfus norwegicus),
kmeti Sprague Dawley, 15 samcov a 45 samic, spolu 60 ks zvierat.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rimci vykonania
projektu:

Vo vietkych experimentoch budt zvieratd sluZit vyhradne ako donor
experimentalneho materidlu za fyziologickych pomerov. Zvieratdm nebude vykonany Ziadny
chirurgicky zdkrok, ani im nebudu podévane Ziadne latky enterdlnou alebo parenteralnou
cestou. Izolacia pohlavnych orgdnov, a u samic aj izoldcia preimplantaénych embryi, bude
vykonana az po huménnom usmrteni zvierat. Preto nemoZno v tomto pokuse predpokladat’
akykol'vek nepriaznivy vplyv na experimentalne zvierata.

Predpokladana Groven krutosti:

V3etky postupy navrhujeme klasifikovat” do kategérie krutosti slabd. Zvierata by
v ich dosledku nemali pocitovat’ Ziadnu alebo iba kratkodobu slabti bolest, utrpenie alebo
strach.
VaZenie - slaba
Ustajnenie — slaba
Manipulécia so zvieratami pri ¢isteni vanic — slabé
Usmrtenie podanim letalnej davky anestetika— slaba

Uplatnenie zdsad 3R

® Zjemnenie — experiment je postaveny tak, aby bol minimalizovany stres alebo
bolest’ pouzitych pokusnych zvierat. Zvieratdim bude zabezpetena dobra vyziva,
adekvatne zaobchadzanie $kolenymi pracovnikmi a vyhovujtici Zivotny priestor,
s dennou kontrolou Zivotnych podmienok. Usmrtenie zvierat bude vykonané
humannym postupom spdsobilymi osobami. V tomto experimente sluZia
laboratérne zvieratd vyhradne ako donor materialu za fyziologickych podmienok,
bez akéhokol'vek chirurgického zékroku alebo aplikacie latok, &m sa minimalizuje
ich pocit nepohodlia.

© zniZenie poltu zvierat — bude pouzity iba taky polet zvierat, ktory zabezpedi
mozZnost’ Statistického vyhodnotenia experimentu z hPadiska validity pokusu a jeho
reprodukovatelnosti. Rovnako dizka pokusu je optimalizovana na iba na
nevyhnutne dlhu dobu. Pre Statistické vypo&ty sa v CC &asopisoch odporaca
minimélny pocet 5 jedincov, preto sa rovnaky polet zvierat pouZije v kazdom
¢iastkovom pokuse.

° nahradenie zvierat — tento pokus sa vykona na potkanoch, pretoZe je to modelové
zviera v humdnnej medicine. Plinovany experiment nie je moZné vykonat’
alternativnym spdsobom bez pouZitia Zivych zvierat, pretoze doterajsie poznatky
o problematike neumoZiiujii vytvorenie adekvatneho modelu in virro, ktory by
dokazal simulovat’ kvantitativne a kvalitativne parametre enzymu v reprodukénych
organoch samcov alebo samic zvierat. Databizy medzindrodne uznanych



aoverenych alternativnych metéd, ako je nmapr. ECVAM, neobsahuju takéto
alternativne metody.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schval’ovaniu: ano nie



