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

Nazov projektu:

Aktivacia neurénov sprostredkujicich bolest’ véelim jedom

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 779 - 3/2(72,0—2 <o
Krucové slova v projekte ( max 5 slov): véeli jed, melitin, neurény

Ugel projektu’: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Ustipnutie véelou je sprevadzané bolestou au alergikov méze vyvolat' Zivot ohrozujuci stav $oku.
Viaceré studie potvrdzuju, Zze melitin (toxin, ktory je hlavnou zlozkou véelieho jedu) spdsobuje bolest,
avsak mechanizmy akymi melitin alebo véeli jed mézu aktivovat' neurdny, neboli doteraz na arovni
molekul dostato¢ne popisané. Preto by sme v ramci predkladaného projektu chceli $tudovat ako
dochadza k aktivacii neurénov po podani véelieho jedu aj melitinu, pricom otestujeme ulohu receptora
TRPV1, ktory je pritomny na povrchu neurénov sprostredkujucich bolest' a stanovime ulohu tzv. G-
proteinov.

Prinos z vykonaného projektu:

V ramci tohto projektu chceme prispiet k lepsiemu pochopeniu mechanizmov aktivacie nervovych
vlakien vcelim jedom (resp.melitinom). Predpokladame, Ze popisanie tychto procesov poskytne
poznatky doleZité pre vyvoj novych liediv so zameranim na timenie bolesti.

Hypotézy, ktoré predkladame v tomto navrhu neboli nikdy doteraz skumané a predstavuju novy zdroj
poznatkov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
Mys laboratérna (Mus musculus), C57BL/6J , samce, celkovy podet: 126 / 2roky

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

Metodické postupy, ktoré pouzijeme pri realizacii projektu pouzivame dlhodobo a velmi sa osved&ili v
ramci riesenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych tloh. Ide o experimenty bez moznosti zotavenia
zvierata, usmrtenie bude vykonané humannym spdsobom - inhalaciou CO2 a nasledne sa vykonava

chirurgicky zakrok, kedy sa prestrihne srdce a zviera vykrvaca (tkanivo je tak ogistené od krvi).

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

a aby boli zvierata vyuzité humanne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov.
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Predpokladana uroven krutosti:

Experimenty, ktoré budt v ramci projektu vykonavané na zvieratach spadaju podla prilohy 4 Nariadenia
vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.do nasledovnych kategorii:

bez moznosti zotavenia:

- chirurgicka priprava koZe a nervovych vlakien za uc¢elom metody extracelularnej elektrofyziolégie

Uplatiiovanie zasad 3R

Nahradenie:

Alternativne metody na $tidium aktivacie neurénov na nervovych zakonéeniach neexistuju. Nie je
mozné pouzit’ iny laboratorny Zivo&isny druh, pretoZe prave u mysi boli vytvorené jedine¢né geneticky
upravené kmene, ktoré su pre na$ vyskum klugové. Prieskum databaz ukazal, ze vzhladom na
mnozstvo réznych podtypov neurénov nie je mozné pouzit modelovanie ani jednoduch8ie systémy
(bunkové kultiry a pod.)

Redukcia:

Pocet zvierat je zredukovany na najnizsi pocet, potrebny na ziskanie overitelnych vysledkov, dalsie
zniZovanie podtu experimentov je spojené s rizikom falogne negativnych alebo falo$ne pozitivnych
vysledkov, ktoré by potencialne viedli k neopodstatnenym experimentom na dal$ich zvieratach. Ak vak
priebeZne v experimentoch dosiahneme relevantné vysledky, je v naSom najlepsom zaujme znizovat
planovany podet zvierat.

Zjemnenie:

Metodiky elektrofyziologického $tudia neurénov sa vyvijali a vylepSovali v obdobi poslednych 20 rokov
na zaklade a v sulade s najnov$imi poznatkami z oblasti neurofyziologie. Na§ vyskum sa opiera
0 najmodernejSie metddy Studia nervovej aktivity, ktoré sa pouzivaju na najprestiznejich vyskumnych
pracoviskach na svete.

Experimenty bez moZnosti zotavenia zvierata:

V pripade experimentov bez moznosti zotavenia zvierata za uéelom extracelularnej elektrofyzioldgie
bude usmrtenie vykonané humannym spdsobom - inhalaciou CO2 a nasledne sa vykonava chirurgicky
zakrok, kedy sa prestrihne srdce a zviera vykrvaca (tkanivo je tak ocistené od krvi).

V8etky aktivity savisiace s postupmi budeme vykonavat v sulade s platnymi zakonmi a nariadeniami o
starostlivosti o laboratérne zvieratd, aby sme zabezpedili humanne zaobchadzanie so zvieratami.
Metodické postupy, ktoré pouzijeme pri realizacii projektu pouzivame dihodobo a osvedéili sa v ramci
rieSenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych uloh. Vysledky ziskané tymito metédami boli

publikované a prezentované na odbornych férach nielen doma ale aj v zahranigi. Postupy su pripravené
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tak, aby sa maximalne vylugil strach, zbyto&na bolest a utrpenie pokusnych zvierat a aby boli zvierata
vyuZité humanne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych poznatkov.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: ane nie
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Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: RozmnoZovanie spevavcov pre pokusy

¥ Pt D DS 2 >>
Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: / 742 3/ G P

KPidové slova v projekte ( max 5 slov): zebritka dervenozobd, pestiinka japonsk4, spev,
chovny par

Utel projektu’: Zékladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulaéné metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z.
Z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Pudi alebo
zvierat

Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’alicho pouZivania
Vv postupoch

Ak je iny el projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:
* Ziskat' dostatoény pocet jedincov zebrigky dervenozobej a pestinky japonskej pre nasledné
experimenty.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, Tudstvo, zvieratd)

Prinosom projektu je, Ze zvieratd potrebné pre uskutodnenie experimentov budd
k dispozicii vo vhodnom &ase a vo vhodnom veku. Najmi vSak, dani jedinci budu naudeni
piesefi, ktord je pre dany experiment nevyhnutni. To sa d4 docielit iba cielenym
rozmnoZovanim samcov s istym druhom piesne.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poity:
zebri¢ka Cervenozoba (Taeniopygia guttata), 55 jedincov;

pestunka japonska (Lonchura striata domestica), 40 jedincov;
odchovajt spolu 480 mlad’at



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

Kratkodoby diskomfort by mohli zvieratd zaZit' pri nahravani spevu, ked sa ocitnu
izolované v novom priestore. Spievat’ v§ak zani vié§inou na druhy defi po prenose, ¢o
sved&i o ich dobrej pohode a habituacii.

Predpokladana drovein krutosti:

KriZkovanie a prenos medzi klietkami a voliérou sa povazuje za slaby stupeti krutosti.
Nahravanie spevu vo zvukotesnom boxe pocas 3 dni, z toho 1 deil v pritomnosti samicky, sa
povaZuje za stredny stupeil krutosti.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:
(Zdbévodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre€o sa nemdZe pouzit' alternativna
metdda bez pouZitia zvierat)

Projekt rozmnoZovania nemoZno uskutodnit’ bez pouZitia zvierat. Dany model v nami
realizovanom vyskume sa nedé nahradit’.

2. Redukcia poc¢tu zvierat:
(Zdbvodnenie pouZitia urdeného podtu zvierat, akym spdsobom sa pouzje redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZil minimalny moZny poCet zvierat)

Potty zvierat si minimalizované a zaroveti prispdsobené tomu, aby bolo moZné z dan¢ho
poétu zvierat vybrat’ péary, ktoré si vyhovuju a uskutoénit’ rozmnoZovanie.

3. Zjemnenie:

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

Zebritka Gervenozobd a pestunka japonska su pouZivané pri Stidiu naufenej vokalnej
komunikdacie kvdli velkosti, rychlemu dospievaniu a rozmnoZovaniu v zajati, typu naucenej
piesne, a tiex kvoli tomu, Ze st u nich vyborne popisané mozgové okruhy kontrolujiice spev.
Ich poutitie v experimentoch je preto jasnou vyhodou v porovnani s pouZitim inych druhov
udiacich sa vokalne komunikovat’, ako su velryby alebo papagéje (hlodavce tito schopnost’
nemajii). Zvieratd poas samotného pokusu nebudi vystavené stradaniu a utrpeniu. Vodu
apotravu budi mat’ k dispozicii ad libitum. Budli chované v Standardnych podmienkach
v parovych klietkach na rozmnoZovanie alebo vo voliérach. V oboch priestoroch je prostredie
obohatené konarmi, bidielkami, hojdatkami, zvonéekmi a podobne.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: 4no  nie



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu: Tréning vnutroZilovej aplikacie roztokov mysiam.
Klacové slova: Tréning

Uéel projektu:
Zéakladny vyskum/Aplikovany vyskum/Qdborné vzdeldvanie

Ciel' projektu: Cielom projektu je zacvi¢it pracovnikov na vnutroZilové podavanie roztoku.
VnutroZilova aplikacia farmak a agensov je déleZitym spdsobom systemického dodania farmdk a
agensov do organizmu. PretoZe mysi st velmi drobné organizmy, Uspe$na aplikacia s minimalnym
narusenim organizmu vyZaduje tréning. Druhym cielom projektu je optimalizécia izolacie
kardiomyocytov.

Prinos projektu: Pre zakladny aj aplikovany vyskum v kardioldgii na Grovniach od molekuldrnej po
celotelovu je déleZité byt schopny ovplyvriovat alebo identifikovat fyziologické procesy nielen
pomocou inhibitorov alebo aktivatorov, ale aj na genetickej Urovni. Ako alternativa k tvorbe GMO
kmenov sa velmi nadejne javi transfekcia organizmu in vivo pomocou virusovych vektorov, najma
adenoasociovaného virusu. Z bezpe&nostnych dévodov je nevyhnutné pouzivat replikacne
deficientné rekombinantné virusové vektory, ktoré viak musia byt aplikované tak, aby mohli
infikovat bunky cielového tkaniva. Preto je primarnym typom systémova aplikacia do Zily. Pre
u€innu vnutroZilovu aplikaciu najmé v drobnych organizmoch ako st mysi je potrebné zacvienie
pracovnikov.

Pre zabezpecenie kvality vyskumu na izolovanych myocytoch je dblezité ziskat &o najkvalitnejsie bunky
atym minimalizovat pocet zvierat, z ktorych je potrebné bunky izolovat. Cerstvo izolované myocyty su

modelovym systémom pre vyskum problematicky srdcovej funkcie a patoldgie, ktoré zatial nie je moiné
nahradit tkanivovymi kultdrami.

Pocet a druh poutitych zvierat: 18 ks mysi laboratérnej kmeria C57BL/6N

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pou#ité zvieratd v ramci vykonavania projektu:

Zvieratam bude 3x aplikovany fyziologicky roztok v objeme 0,1 ml. D&jde u nich ku kratkodobému malému
stresu zmiernenému anestéziou, bez daldich nasledkov.

Zvieratdm bude aplikovany fyziologicky roztok s obsahom fluorescenéného dextranu (0,1%, 0,1 ml). Ddjde
u nich ku kratkodobému malému stresu zmiernenému anestéziou, bez dalich nasledkov.

Vzhladom na opakovanu injekénd aplikéciu je projekt charakterizovany ako stredne kruty.



Predpokiadana uroven krutosti:
Celkova krutost projektu: Stredna.

Stlad s poziadavkami ,, 3R

Nahradenie

Hlodavce vtomto type experimentov nie je moZné nahradit bunkovymi kultirami, ani nizSim druhom
ZivocCichov.

Obmedzenie:
Projekt bol optimalizovany z hfadiska minimalizacie pottu pouzitych zvierat.

Zjemnenie:

Zvieratd budu drzané vskupindch umoZfiujicich prirodzent socidlnu interakciu. Zvieratam bude
zabezpedeny staly prisun vody a potravy. Klietky budt obsahovat prvky obohatenia (hniezdny material,
hniezdne budky). Na préci so zvieratami sa budd podielat len pracovnici vySkoleni na pracu so zvieratami,
ktori sa bud( pravidelne venovat handlingu pokusnych zvierat. Pri aplikdcii injekcii budu zvieratd fixované na
mikkej podlozke a pouZité budu inzulinové ihly svelmi malym priemerom, vpichovany objem bude
maximaine 100 pl. V pripade potreby bude zvieratdm na chvost aplikovana lokélna anestézia. Zdravotny stav
zvierat bude pravidelne monitorovany. Zvierata trpiace neprimeranou bolestou budd ihned” huménne
usmrtené.

Spétné posudenie projektu:
Ane/nie, tento typ projektu nevyZaduje spatné posudenie.



Priloha &. 2
Netechnické zhrnutie projektu /0357 - 3 /[Zrm0- ccos
Nazov projektu: AAV9 - zistenie vhodnej dévky a spdsobu aplikicie

Klicové slova: /n vivo transfekcia, optimalizécia postupov, AAV, AAV9

Ucel projektu:
Zakladny vyskum/Aplikovany vyskum

Ciel' projektu: Stanovenie vhodnej davky a vhodného spdsobu aplikacie replikaéne deficientného
virusového vektora pre in vivo transfekciu kardiomyocytov.

Prinos projektu: Optimalizdcia metdd zakladného a aplikovaného vyskumu. Transfekcia buniek
cielového tkaniva in vivo je metédou umoZfujicou tvorbu limitovaného mno3stva cielene
vytvorenych animalnych modelov redukujicou poéet pouZitych experimentdlnych zvierat a
umoZzuje cielenu, lokalizovanu expresiu prispievajucu k ziemneniu experimentalnych postupov.

Potet a druh pouiitych zvierat: 12 ks mysi laboratérnej oboch pohlavi kmeria C57BL/6N

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

Zvieratam pouZitym na stanovenie vhodnej davky a spdsobu aplikécie adenoasociovaného virusu pre
ziskanie transfekcie &asti kardiomyocytov pri minimalizovani negativneho acinku bude spdsobeny kréatky
amierny stres pocas aplikacie virusu, v pripade vnutroZilnej aplikicie zmierneny anestéziou. Infekcia
virusom u zvierat méze spdsobit zapalovy proces a expresia vneseného génu moze mat negativny vplyv na
funkciu srdca. Adenoasociovany virus sa poufiva na vyvolanie expresie vneseného génu (v nadom pripade
fluorescenéného proteinu) v cielovom tkanive mysi bez nutnosti vytvarat GMO liniu mysi.

Predpokladand troveri krutosti:
Celkova krutost projektu: Stredna.

Sulad s poZiadavkami ,3R“

Nahradenie

Hlodavce vtomto type experimentov nie je moZné nahradit bunkovymi kulttrami, ani ni#$m druhom
Zivocichov.

Obmedzenie:

Projekt bol optimalizovany z hladiska minimalizicie pottu pouZitych zvierat. Pri testovani vhodnej davky a
spbsobu aplikdcie AAV9 virusu budeme vykondvat pokusy v mensich séridch tak, aby sme vytvorili len
skupiny relevantné pre biomedicinsky vyskum, teda len také, u ktorych doéjde k signifikantnej transfekeii
buniek bez negativneho vplyvu na funkciu srdca a celkovy zdravotny stav.

Zjemnenie:
Zvieratd budl driané v skupinich umozfiujdcich prirodzenu socidlnu interakciu. Zvieratdm bude
zabezpeteny staly prisun vody a potravy. Klietky budu obsahovat prvky obohatenia (hniezdny material,



hniezdne budky). Na praci so zvieratami sa budd podielat len pracovnici vyskoleni na pracu so zvieratami,
ktori sa budi pravidelne venovat handlingu pokusnych zvierat. Pri aplikacii injekcii budu zvierata fixované na
mikkej podloike a poufité budd inzulinové ihly svelmi malym priemerom, vpichovany objem bude
maximalne 100 pl na vpich.

Potas celej doby trvania projektu bude sledovany zdravotny stav a komfort zvierat, nebude im spbsobena
zbytoéna bolest, strach ani utrpenie. Kazdé zviera bude denne hodnotené na zdklade nasledujucich kritérii
(EF = ejekéna frakcia zistend pomocou echokardiografie, bodovo hodnotend bude vidy poslednd namerana
hodnota):

Skére 1 2 3

Fyzicky vzhlad

Nepritomnost Cistenia
Letargia

Zhrbeny postoj
NajeZena srst

Abnormalny postoj

Telesnd hmotnost

Pokles do 10%

Pokles 0 10 - 20%*

Pokles nad 20%

Patoldgia srdca

EF 30-35%

EF 20 - 30%

EF 20% a menej

*Pri poklese hmotnosti nad 10% pomoc pri kfmeni - zvy3ena podstielka, potrava a hydrogél v klietke.

Zviera, ktoré dosiahne sicet skore 4 a viac, alebo v ktoromkolvek kritériu hodnotenie 3, bude humanne

usmrtené.

Spitné posudenie projektu:

Ano/#ie, do troch mesiacov od ukoncenia projektu.




Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Vplyv utlmenia expresie jednotlivych typov NCX na fyziolégiu a patofyziolégiu solidnych nadorov
a objasnenie moZného prepojenia s endogénnou produkciou H2S a vapnikovou signalizaciou.

Kluéové slova:
enzym cystationin-B-syntéza (CBS), merkaptopyruvat-sulfurtransferaza (MPST), sodikovo-vépnikovy vymen-
nik typu 1 a typu 3, tumorigenéza

Ucel projektu:
Zékladny vyskum

Ciel projektu:

Vzhladom na problematiku nedostato¢nej odpovedi niektorych typov nadorov na protinadorovi lie¢bu, je
hfadanie novych lie¢ebnych procesov nevyhnutnostou. Ciefom planovaného projektu je vyhodnotit, aky
vplyv maji zmeny v expresii CBS, MPST, NCX1 a NCX3 na fyziolégiu a patofyziolégiu solidnych nadorov.

Prinos projektu:

Potvrdenie vplyvu funktnej delécie enzymov cystationin-B-syntéza - CBS alebo merkaptopyruvat-
sulfurtransferaza - MPST alebo sodikovo-vépnikovych vymennikov typu 1 - NCX1 alebo sodikovo-
vapnikovych vymennikov typu 3 — NCX3 na inhibiciu rastu nadorov.

Pocet a druh pouzitych zvierat:
504 ks mysi kmeria SCID/bg

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

PouZité zvieratd neutrpia ujmu okrem kratkodobého mierneho stresu spdsobeného zikrokmi, ako su: sub-
kutdnne podanie nadorovych buniek, intraperitonalne poddavanie lietiva, meranie rastu naddorov, humanne
usmrtenie zvierat. Subkutdnne xenografty do 1cm® nespésobuju bolest ani diskonfort. Zdravotny stav zvie-
rat sa bude denne kontrolovat.

Predpokladana trovefi krutosti: celkova Uroveri krutosti postupov v projekte je stredna.

Sulad s poziadavkami ,3R“

Nahradenie:

Mysi v tomto Stadiu experimentov nie je moZné nahradit bunkovymi kultdrami, ani nizéim druhom Zivoci-
chov. Experimentom na zvieratach predchddzali $tudie v in vitro podmienkach, v ktorych bunkové linie s
funkCnou deléciou enzymov cystationin-B-syntdza - CBS alebo merkaptopyruvat-sulfurtransferaza - MPST
alebo s funkénou deléciou sodikovo-vépnikovych vymennikov typu 1 - NCX1 (SLC8A1) alebo sodikovo-
vapnikovych vymennikov typu 3 — NCX3 (SLC8A3) vykazovali signifikantny efekt na apoptozu v porovnani
s parentalnymi nadorovymi bunkami toho istého typu bez funkénej delécie tychto proteinov. Tento vysledok
je v8ak nutné overit na in vivo modeli,

Obmedzenie:
Na zdklade naich skdsenosti z predchddzajucich projektov a Gdajov z vedeckej literatiry sme pocet zvierat
minimalizovali tak, aby boli vysledky akceptovatelné a $tatisticky hodnotitefné.

Zjemnenie:

Zvieratd budu drzané v skupindch umoZiujdcich prirodzené socidlne spravanie so stalym prisunom potravy
a pitnej vody. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizuju traumatizéciu zvierat pocas injekénych apli-
kacii. Na projekte sa budu podielat len skiseni pracovnici vy$koleni na pracu s laboratérnymi zvieratami.



Zdravotny stav zvierat sa bude denne kontrolovat. Zvierata s véine zhorSenym zdravotnym stavom budd
eutanazované. Zhor3enie zdravotného stavu sa prejavi viacerymi nasledujicimi znakmi: strata hmotnosti
rovnej ale vy33ej ako 10 %, pri fyzickych prejavoch (napr. najeZend srst, zhrbeny postoj), pri pozorovani fa-
cidlnej expresie bolesti (orbitélne zGZenie o0&, zmenené drianie uénic a fuzikov, vy€nievajuce licne vybezky;
Na zaklade nasich skdsenosti sa vyskytuju vzdy viaceré znaky sugasne (postavenie fuzov spolu so zdZenim
odi, ..). Na uplatnenie humdnneho ukonéenia postupu bude postafovat, ak jeden zo znakov dosiahne hra-
nicu ,severe”, zévainy podfa publikacie (D) 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) pristapime k
humannemu ukonéeniu postupu. V pripade ne¢akaného a zdvasného zhorgenia zdravotného stavu chova-
ného zvierata alebo ak xenografty dosiahnu velkost 1 cm? e&te pred planovanym ukoncenim projektu, kedy
by bolo nehumdnne driat zviera do konca postupu sa pristipi k eutanazii cervikilnou dislokéciou alebo
podanim letalnej davky Thiopentalu s naslednym kardidinym preplachom fyziologickym roztokom potreb-
nym pre nasledné spracovanie tkaniv. Ak nador ulceruje, ak ovplyviiuje normalne spravanie, drianie tela
alebo pohyb, alebo ak sa jeho priemer zva¢si na viac ne 1 cm?, zvierata sa humanne usmrtia eéte pred pla-
novanym ukon&enim postupu (Workman a kol., 2010).

Spétné postidenie projektu:
Projekt nevyZaduje spatné postdenie.



